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ABC: ATP-binding cassette transporter 
ACC: acetyl-CoA carboxylase 
ANOVA: analysis of variance 
AOX: acyl-CoA oxidase 
AUC: area under the curve 
BAP: biological antioxidative potential 
BAT: brown adipose tissue 
BSA: bovine serum albumin 
BW: body weight 
CHOP: C/EBP homologous protein 
Con: Control 
CPT: carnitine palmitoyltransferase 
CT: computed tomography 
DGAT: diacylglycerol acyltransferase 
DHA: docosahexaenoic acid 
d-ROMs: diacron of reactive oxygen metabolites 
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 
en%: energy % 
EPA: icosapentaenoic acid 
ER: endoplasmic reticulum 
FAS: fatty acid synthase 
FAT: fatty acid transporter 
FFA: free fatty acid 
FO: fish oil 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GLP: glucagon-like peptide 
H&E: hematoxylin-eosin 
HOMA-IR: homeostasis model of assessment-insulin resistance 
HRP: horseradish peroxidase 
IL: interleukin 
ITT: insulin tolerance test 
Insig: insulin induced gene 
JELIS: Japan EPA Lipid Intervention Study 
LPL: lipoprotein lipase 
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LXR: liver-X receptor 
MCAD: medium chain acyl-CoA dehydrogenase 
MCP: monocyte chemoattractant protein 
MUFA: monounsaturated fatty acid 
N.D.: not-detected 
OGTT: oral glucose tolerance test 
P: pioglitazone 
PCR: polymerase chain reaction 
PDX: pancreatic-duodenal homeobox 
P/FO: pioglitazone/fish oil 
PH: pioglitazone-high dose 
PH/FO: pioglitazone-high dose/fish oil 
PL: pioglitazone-low dose 
PL/FO: pioglitazone-low dose/fish oil 
PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor 
PRACTICAL: PRospective ACTos practICAL experience 
PUFA: polyunsaturated fatty acid 
PVL: pioglitazone-very low dose 
PVL/FO: pioglitazone-very low dose/fish oil 
QOL: quality of life 
SCAP: SREBP cleavage-activating protein  
SCD: stearoyl-CoA desaturase 
SE: standard error 
SRE: sterol regulatory element 
SREBP: sterol regulatory element binding protein 
TBARS: thiobarbituric acid reactive substances 
TC: total cholesterol 
TG: triacylglycerol 
TLR: toll-like receptor 
TNF: tumor necrosis factor 
TUNEL: TdT-mediated dUTP nick end labeling 
UCP: uncoupling protein 
UPR: unfolded protein response 
VLDL: very low density lipoprotein 
WAT: white adipose tissue 




















薬は、リガンド応答性転写因子の peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs)の
サブタイプの 1 つである PPARγ のアゴニストであり、肝臓、骨格筋、白色脂肪組織への作
用によりインスリン抵抗性を改善することが明らかになっている 9)。また、血中脂質プロフ
ァイル改善作用 10, 11)、脂肪肝改善作用 12, 13)、抗炎症作用 14)、大血管障害の抑制作用および
抗動脈硬化作用 15, 16)など、多面的な有効性が確認されている。我が国では、チアゾリジン
薬の 1 つであるピオグリタゾンが糖尿病の治療に用いられており、2007 年から 2015 年に
わたっておこなわれた大規模臨床試験により、ピオグリタゾンは 2 型糖尿病患者の心血管
イベントの発症と死亡率を低下させることが明らかにされた 17, 18)。我が国でおこなわれた
横断研究によると、ピオグリタゾンは 2002 年から 10 年間で使用率が増加し 19)、製造販売
業者による調査では、2010 年度の年間推定使用患者数は 2 型糖尿病患者の半数を占める約
140 万人であったと報告されている。一方、服用した患者において皮下脂肪の蓄積を伴う体
重増加が確認されており、副作用の 1 つとして問題になっている 20, 21)。チアゾリジン薬は、
前駆脂肪細胞の分化促進による小型脂肪細胞の増加と、多量の脂肪を蓄積して肥大化した
脂肪細胞に対するアポトーシスの誘導による大型脂肪細胞の減少を介し、インスリン抵抗












Icosapentaenoic acid (EPA)や docosahexaenoic acid (DHA)などの n-3 系多価不飽和脂
肪酸(polyunsaturated fatty acid, PUFA)は、脂肪酸合成系とコレステロール合成系酵素遺
伝子の転写因子である sterol regulatory element binding proteins (SREBPs)を介して脂質
代謝を制御することが解明されている 24)。また、PPARs のサブタイプの 1 つである PPARα
を活性化し、その標的遺伝子である脂肪酸 β 酸化関連タンパク質遺伝子の発現を増加させ、
脂肪酸 β 酸化とエネルギー消費を亢進することが報告されている 25-27)。このような作用機
序から、高純度 EPA 製剤や EPA・DHA 製剤として脂質異常症の治療に用いられている。
さらに、EPA および DHA は内臓脂肪蓄積や肥満の抑制作用を有している。これらの作用
は、肝臓における脂肪酸合成の抑制と脂肪酸 β 酸化の亢進を介して、超低密度リポタンパク
質(VLDL)の合成を減少させることで、末梢組織へのトリアシルグリセロール輸送を減少さ
せ、脂肪細胞への FFA の取り込みを抑制すると考えられている 28-30)。高純度 EPA 製剤に
関する大規模臨床試験である JELIS (Japan EPA Lipid Intervention Study) および、その
サブ解析によって、冠動脈性疾患の 1 次・2 次予防 31, 32)、脳卒中、糖代謝異常、末梢動脈
疾患に対する EPA の有効性が報告されている 33-35)。また、EPA と DHA の機能性として、




















Figure 1. Hypothetical benefits for the combination of thiazolidinedione and n-3 PUFA (EPA-DHA). 
 
 

































































To investigate the effects of
combination of pioglitazone and EPA-DHA 
on ectopic fat accumulation.
・Preventing an adverse effect of pioglitazone
(subcutaneous fat accumulation)?
・Suppressing an adipocyte hypertrophy?
・Ameliorating an inflammation in adipose tissue?
To elucidate the efficacy and mechanism of 
combination of pioglitazone and EPA-DHA.
Chapter 1
To investigate the beneficial effects of combination of 
pioglitazone and EPA-DHA on elderly obese
and diabetic model animal.
・Exerting anti-diabetic effects finding to chapter 1 and 2 on
aged mouse?
・Reducing in dosage of pioglitazone and enhancing therapeutic 
efficacy of the drug?
Chapter 3
To investigate the effects of pioglitazone, 
EPA-DHA, and these combination
on pancreatic dysfunction.
・Suppressing a pancreatic islets hypertrophy?
・Protecting from a pancreatic β-cell dysfunction?
・Affecting endoplasmic reticulum stress and 
apoptotic cell death in pancreatic islets?
To elucidate the mechanism of prevention 
from pancreatic dysfunction.  
Chapter 2
To elucidate that combination of pioglitazone and 












3 系脂肪酸製剤の併用法は、中程度の肥満および 2 型糖尿病患者に適用することを想定し
た。これに伴い、本研究で用いる実験動物は、ob/ob マウス、KK-Ay マウスなどの重度に肥
満を発現するマウスより、比較的軽度な肥満・2 型糖尿病モデルマウスである KK マウスを
選択した。 
第 1 章は、ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA (EPA・DHA)を併用することによる糖・脂質
代謝改善効果、ピオグリタゾンによる皮下脂肪蓄積を伴う体重増加の低減効果、くわえて脂
肪細胞の肥大化と炎症に対する抑制効果を明らかにすることを目的とした(Fig. 3)。 
Bodary らは、0.012 weight % (wt%)の用量のピオグリタゾンは、KK マウスの血漿イン
スリン値を有意に低下させたことを報告しており 50)、Arai らは、KK マウスに対する 12.5 
energy % (en%)の魚油の摂取は、肝臓の脂肪酸合成抑制と脂肪酸 β 酸化亢進を介して、肝
臓脂肪蓄積を有意に抑制したことを報告している 30)。 
したがって、これらの文献をもとに、第 1 章の実験系では実験動物として KK マウス(雄、
7 週齡)、チアゾリジン薬として 0.006 と 0.012 wt%のピオグリタゾン、EPA および DHA
の供給源として 10 en%の DHA 濃縮魚油を選択した。具体的には、実験飼料の脂肪エネル
ギー比率は 20 en%に設定し、油脂源としてサフラワー油を調合したものを Con (Control)
食とした。Con食にピオグリタゾンをそれぞれ 0.006、0.012 wt%添加した PL (pioglitazone-
low dose)食、PH (pioglitazone-high dose)食、これらの 3 種類の実験飼料の 10 en%を DHA
濃縮魚油で置換した、FO (fish oil)食、PL/FO (pioglitazone-low dose/fish oil)食、PH/FO 
(pioglitazone-high dose/fish oil)食を調製した(Table 1)。これらの飼料をマウスに与え、Con
群、PL 群、PH 群、FO 群、PL/FO 群、PH/FO 群の計 6 群を設け、Fig. 4 に示す実験計画















































EPA and DHA’s effect
The combination’s effect
Con PL PH FO PL/FO PH/FO
Safflower oil (g) 8 8 8 4 4 4
Fish oil (g) － － － 4 4 4
Casein (g) 20 20 20 20 20 20
Sucrose (g) 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37
β-starch (g) 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83
Vitamin mix (g)* 1 1 1 1 1 1
Mineral mix (g)* 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Cellulose powder (g) 5 5 5 5 5 5
L-cystin (g) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
t-Butylhydroquinone (g) 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016
Pioglitazone (g) － 0.006 0.012 － 0.006 0.012
Total (g) 100.00 100.01 100.01 100.00 100.01 100.01
Energy (kcal/100g) 374.02 374.00 373.99 374.02 374.00 373.99
Fat energy (%) 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70
Table 1. Composition of experimental diets. 
*Vitamin and mineral mix were based on the AIN-93G formulation. Vitamin mix substituted 0.25% sucrose for choline 
bitartrate.








第 1 節 摂食量、ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA の平均 1 日投与量、体重および体組成 
 
 総摂食量、最終体重、体重変化および組織重量を Table 2 に、摂食量と体重から算出した
ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA の平均投与量(1 日あたり)を Table 3 に示す。摂食量はすべ
ての群間で大きな変化はみられなかった。最終体重はすべての群で 10 g 以上の増加がみら
れ、ピオグリタゾンを単独投与した PL、PH 群の体重増加量は、有意ではないものの Con
群と比較してそれぞれ 24.6、29.1%高値であった。一方、EPA・DHA の併用群である PL/FO、
PH/FO 群は、ピオグリタゾンによる体重の増加が Con 群レベルまで抑制された。肝臓重量
は、Con 群と比較して PL 群でのみ有意に増加した。副睾丸周囲白色脂肪組織重量は、Con
群と比較して PH 群で減少傾向を示し、他の群で有意に減少した。対照的に、肩甲骨間の褐
色脂肪組織重量は、Con 群と比較して PL、PH、PH/FO 群で有意な増加、PL/FO 群で増加
傾向(P = 0.0903)がみられた。 
X 線 CT スキャンによる腹部脂肪面積の測定結果を Fig. 5 に示す。なお、CT 画像のピン
ク色の領域は内臓脂肪、黄色の領域は皮下脂肪を示す。内臓脂肪面積は、すべての群間で有
意な差はなかったが、Con 群と比較して PL/FO、PH/FO 群はそれぞれ 13.0、17.8%減少し
た。皮下脂肪面積も、すべての群間で有意な差はなかったが、Con 群と比較して、ピオグリ
タゾンを単独投与した PL、PH 群でそれぞれ 40.3、57.0%増加した。一方、EPA・DHA と









Table 2. Total food intake, body weight, and tissue weights in 15-week-old male KK mice.
Con PL PH FO PL/FO PH/FO
Total food intake (g/mouse) 267±15 270±10 258±9 277±14 255±3 242±5
Initial body weight (g) 29.8±0.7 29.8±0.7 29.8±0.7 29.8±0.7 29.8±0.5 29.8±0.5
Final body weight (g) 42.3±1.1 45.3±1.8 45.9±1.5 40.8±1.0 42.3±0.8 43.2±0.7
Body weight gain (g) +12.5±0.6ab +15.6±1.2a +16.1±1.2a +11.0±1.4b +12.5±0.9ab +13.4±0.7ab
Liver weight (g) 2.54±0.14b 3.85±0.34a 2.95±0.21ab 2.18±0.11b 2.77±0.28b 2.20±0.13b
Epididymal WAT weight (g) 1.52±0.11a 1.14±0.11b 1.21±0.08ab 1.11±0.08b 0.94±0.04b 1.02±0.03b
BAT weight (g) 0.32±0.02b 0.83±0.06a 1.09±0.14a 0.30±0.03b 0.68±0.07ab 0.96±0.15a
Data are represented as mean ± SE, n = 5. Groups sharing different letters in a row are significantly different: P < 0.05 by Tukey-Kramer test. WAT, white 
adipose tissue; BAT, brown adipose tissue.
Table 3. The average dose of pioglitazone and n-3 PUFA in 15-week-old male KK mice.
Con PL PH FO PL/FO PH/FO
Pioglitazone (mg/kg/day) 6.63±0.14 12.76±0.26 6.64±0.12 12.56±0.15
n-3 PUFA (g/kg/day) 1.55±0.06 1.39±0.02 1.31±0.02




Figure 5. X-ray CT images, visceral fat masses, and subcutaneous fat masses in 15-week-old male KK mice. 
 X-ray CT images (A), visceral fat masses (B) and subcutaneous fat masses (C). Representative images show X-ray 
CT scanned cross-sections from mice fed Con, PL, PH, FO, PL/FO, and PH/FO diets for 8 weeks. The colored areas 
show visceral fat (pink) and subcutaneous fat (yellow). Visceral fat and subcutaneous fat are evaluated in abdominal 
area between second lumbar vertebra and forth lumbar vertebra. Data are shown as mean ± SE, n=4-5. Significant 

































































第 2 節 経口糖負荷試験(OGTT)およびインスリン負荷試験(ITT) 
 
 ピオグリタゾンと EPA・DHA の併用が、耐糖能に及ぼす影響を生理的な条件下で調べる
ために、飼育開始後 7 週目に経口糖負荷試験とインスリン負荷試験をおこなった。OGTT で
は、糖負荷後 0、30、60、120 分時すべてで実験飼料の違いによる有意な差は認められなか
った(Fig. 6A)。また、血糖曲線下面積(AUC)も同様の結果であった。一方、ITT では、ピオ
グリタゾンと EPA・DHA の併用群である PL/FO、PH/FO 群は、有意な変化ではなかった
が、他の群と比較してインスリン負荷後 30 分時から血糖値の低下が顕著であり、PH/FO 群




Figure 6. Oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin tolerance test (ITT) in 14-week-old male KK mice. 
Blood glucose levels during OGTT and area under the curve values (A) and blood glucose levels during ITT (B). 
OGTT was performed by oral administration of a 10% glucose solution (1 g/kg) after 3 h of fasting. ITT was performed 
by intraperitoneal injection of an insulin solution (0.75 U/kg) after 3 h of fasting. Blood samples were obtained 
immediately prior to glucose or insulin treatment (0 min) and at 30, 60, and 120 min after glucose loading or insulin 
injection. Data are represented as mean ± SE, n = 5. The Tukey-Kramer test was used for statistical analyses. *, P 





































































第 3 節 血糖値、HOMA-IR および血漿中パラメータ 
 
血糖値、HOMA-IR および血漿中パラメータの結果を Table 4 に示す。血糖値は、すべて
の群間で有意な変化はみられなかったが、インスリン値および HOMA-IR は、Con 群と比
較して、ピオグリタゾンの投与群である PL、PH、PL/FO、PH/FO 群で有意に低値を示し
た。アディポネクチン値は、Con 群と比較して PH、PL/FO、PH/FO 群で有意に増加し、
さらに PH/FO 群は、PH 群と比較しても有意に高値であった。トリアシルグリセロール値
は、Con 群と比較して、併用群である PL/FO、PH/FO 群でのみ有意に減少し、PH/FO 群
は PH 群と比較して、有意に低値であった。総コレステロール値は、Con 群と比較して EPA・
DHA を投与した FO、PL/FO、PH/FO 群で有意に減少した。また、PL/FO、PH/FO 群は、
FO 群と比較しても有意に低値であった。遊離脂肪酸値は、Con 群と比較して PH、FO、


















Table 4. Blood glucose, HOMA-IR, and plasma parameters in 15-week-old male KK mice.
Con PL PH FO PL/FO PH/FO
Blood glucose (mg/dl) 287±26 255±23 347±34 354±54 290±30 288±14
Plasma insulin (ng/ml) 50.2±11.3a 19.8±3.2b 6.2±1.7b 31.3±7.7ab 16.9±3.9b 9.8±2.1b
HOMA-IR 1.00±0.20a 0.36±0.06bc 0.15±0.04c 0.68±0.16ab 0.36±0.10bc 0.20±0.04bc
Plasma adiponectin (µg/ml) 10.3±0.3c 19.6±1.3bc 30.9±3.9b 12.7±1.0c 28.9±2.4b 68.2±5.8a
Plasma TG (mg/dl) 193±23a 146±13abc 168±11ab 187±11a 116±10bc 93±10c
Plasma TC (mg/dl) 176±9a 167±7a 163±7a 115±5b 86±4c 76±2c
Plasma FFA (mEq/l) 0.74±0.05a 0.56±0.05ab 0.50±0.04b 0.48±0.04b 0.41±0.04bc 0.28±0.02c
Data are represented as mean ± SE, n = 5. HOMA-IR are shown as the ratio to the Con group (882.6±178.8). Groups sharing different letters in a row are 
significantly different: P < 0.05 by Tukey-Kramer test. TG, triacylglycerol; TC, total cholesterol; FFA, free fatty acid.
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第 4 節 肝臓の形態、組織解析および肝臓中脂質値 
 
 肝臓外見、hematoxylin-eosin (H&E)染色による肝臓の組織解析、肝臓中脂質値を Fig. 7
に示す。形態観察において、Con 群およびピオグリタゾンを添加した PL、PH、PL/FO 群
の肝臓は、肥大化し白く変色していたが、FO 群および PH/FO 群の肝臓ではそのような変
化はなかった。肝臓の組織切片では、ピオグリタゾンを単独投与した PL 群および PH 群
は、Con 群と比較して脂肪滴の蓄積痕が多く確認されたが、EPA・DHA を投与した FO、
PL/FO、PH/FO 群では、脂肪滴の蓄積痕は減少した。肝臓のトリアシルグリセロール含量
は、Con 群と比較して PL 群および PH 群では有意に増加したが、FO 群は有意に減少し、
PL/FO 群、PH/FO 群は Con 群レベルまで増加が抑制された。さらに、PL 群、PH 群と比
較して、それぞれの EPA・DHA 併用群である PL/FO 群、PH/FO 群は有意に低値であっ
た。肝臓の総コレステロール含量は、Con 群と比較して PL 群は有意に増加し、EPA・DHA
を投与した FO、PL/FO、PH/FO 群は有意に低下した。 
 
 
Figure 7. Liver morphology, liver histological sections, and liver lipid parameters in 15-week-old male KK mice.  
Liver morphology (A), liver histology (B), liver triacylglycerol levels (C), and liver total cholesterol levels (D). 
Representative macroscopic liver images and tissue sections from mice fed Con, PL, PH, FO, PL/FO, and PH/FO 
diets for 8 weeks. Sections were stained by H&E and examined under a microscope at 100-fold magnification. Data 
are represented as mean ± SE, n = 4-5. Groups sharing different letters are significantly different: P < 0.05 by Tukey-
Kramer test. TG, triacylglycerol; TC, total cholesterol. 
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第 5 節 肝臓中遺伝子発現およびタンパク質発現 
 
 脂質代謝に関与する肝臓中の遺伝子発現をリアルタイム PCR 法、タンパク質発現をウエ
スタンブロット法で測定し、それぞれの結果を Table 5 と Fig. 8 に示す。脂質合成系酵素
遺伝子の転写因子である SREBP-1c の mRNA レベルは、Con 群と比較してピオグリタゾ
ンを投与した PL、PH、PL/FO、PH/FO 群で有意に低下した。前駆型 SREBP-1 のタンパ
ク質発現は、Con 群と比較してすべての群で低下し、特に FO 群で顕著であったが、活性型
SREBP-1 のタンパク質発現は、すべての群で大きな変化はなかった。SREBP-1 の標的遺
伝子である、脂肪酸合成酵素 fatty acid synthase (FAS)の mRNA レベルは、Con 群と比較
して、PL 群および PH 群では有意な差はなかったが、EPA・DHA の投与群である FO、
PL/FO、PH/FO 群は有意に低下した。FAS のタンパク質発現も mRNA レベルと同様の傾
向を示した。脂肪酸不飽和化酵素である stearoyl-CoA desaturase (SCD)-1 の mRNA レベ
ルは、Con 群と比較して PL 群で有意に増加したが、FO、PL/FO、PH/FO 群は有意に低下
した。また、PL 群でみられた増加が、EPA・DHA を併用することで抑制された。SCD-1
のタンパク質発現は、Con 群と比較してピオグリタゾンの投与により著しく増加したが、
mRNA レベルと同様に EPA・DHA を併用することで抑制された。脂肪酸合成の律速酵素
である acetyl-CoA carboxylase (ACC)の mRNA レベルも、Con 群と比較して PL 群で有意
に増加したが、FO、PL/FO、PH/FO 群は有意に低下した。ペルオキシソームの脂肪酸 β 酸
化酵素である acyl-CoA oxidase (AOX)の mRNA レベルは、Con 群と比較して PL、PH、
PH/FO 群で有意に増加した。一方、AOX のタンパク質発現は、ピオグリタゾン非投与群と
比較し、投与群すべてで増加した。ミトコンドリアの脱共役タンパク質であり、エネルギー
消費に関与する uncoupling protein (UCP)-2 の mRNA レベルは、Con 群と比較して PL、
PH、PL/FO 群でそれぞれ 2.5、2.3、1.9 倍増加したが、すべての群間で有意な差ではなか
った。ミトコンドリアの β 酸化に関与する carnitine palmitoyltransferase (CPT)-1 および
medium chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD)の mRNA レベルは、すべての群間で有意
な差はみられなかった。核内受容体 Liver-X Receptor (LXR)の標的遺伝子である ABCA1、

















Figure 8. Liver protein expressions in 15-week-old male KK mice. 
 SREBP-1 expressions in membrane (precursor form) (A), SREBP-1 expressions in nuclear 
(mature form) (B), FAS expressions (C), SCD-1 expressions (D), and AOX expressions (E). 
The livers for each group (n = 5) were pooled. All protein expressions were detected by 
Western blot analysis. 
 
Table 5. Liver mRNA levels in 15-week-old male KK mice.
Con PL PH FO PL/FO PH/FO
Lipogenesis
SREBP-1c 1.00±0.13a 0.55±0.07b 0.51±0.06b 0.73±0.12ab 0.52±0.12b 0.43±0.09b
FAS 1.00±0.10a 1.60±0.32a 1.18±0.18a 0.12±0.02b 0.20±0.03b 0.25±0.11b
SCD-1 1.00±0.07b 1.58±0.11a 1.31±0.13ab 0.18±0.02c 0.30±0.06c 0.28±0.03c
ACC 1.00±0.09b 1.41±0.23a 1.00±0.16b 0.40±0.05c 0.52±0.10c 0.40±0.05c
Fatty acid β-oxidation and energy consumption
AOX 1.00±0.06c 1.64±0.06ab 1.73±0.17a 0.97±0.04c 1.22±0.11bc 1.58±0.08ab
UCP-2 1.00±0.04 2.53±0.29 2.29±0.88 0.78±0.08 1.87±0.77 1.09±0.11
CPT1 1.00±0.12 0.93±0.07 1.00±0.13 0.84±0.09 0.64±0.06 0.85±0.09
MCAD 1.00±0.06 1.13±0.07 1.21±0.17 1.13±0.07 1.04±0.13 1.26±0.14
Cholesterol homeostasis
ABCA1 1.00±0.03 0.87±0.08 0.86±0.08 1.09±0.07 0.94±0.17 0.86±0.11
ABCG5 1.00±0.23 0.75±0.08 0.97±0.12 1.65±0.13 1.19±0.30 1.49±0.32
ABCG8 1.00±0.09ab 0.65±0.07b 0.83±0.04ab 1.22±0.04a 0.88±0.16ab 1.16±0.14a
Results are expressed as the ratio of the obtained value to that of the Con group. Data are represented as mean ± SE, n = 5. Groups with different letters 
in a row are significantly different: P < 0.05 by Tukey-Kramer test.
mature
SREBP-1
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第 6 節 脂肪細胞の形態学的解析 
 
 ピオグリタゾンと EPA・DHA の併用による、脂肪細胞の肥大化に対する抑制効果を調べ
るため、副睾丸周囲白色脂肪組織切片を H&E 染色して脂肪細胞の形態学的解析をおこなっ
た結果を Fig. 9 に示す。脂肪細胞の平均面積は、Con 群と比較して PL 群および FO 群で
は有意な差はみられなかったが、PH、PL/FO、PH/FO 群は有意に減少した。また、PH/FO
群は、PH 群と比較してさらに有意に減少した。白色脂肪細胞面積の分布をみると、Con 群
は 6400-8100 µm2 の割合が最も多く、8100-19600 µm2 の比較的大型の脂肪細胞も確認さ
れた。PL 群も Con 群と同様の傾向を示した。PH 群は 4900-6400 µm2、FO 群は 3600-4900 
µm2の割合が最も多かったが、8100-19600 µm2の脂肪細胞も確認された。一方、ピオグリ






Figure 9. Morphological analysis of epididymal white adipose tissue in 15-week-old male KK mice. 
 Epididymal white adipose tissue histological sections (A), mean adipocyte areas (B), and adipocyte distributions 
(C). Representative sections from mice fed Con, PL, PH, FO, PL/FO, and PH/FO diets for 8 weeks. Sections were 
stained by H&E and examined under a microscope at 100-fold magnification. Scale bar, 100µm. Data are represented 
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第 7 節 白色脂肪組織中遺伝子発現 
 
 副睾丸周囲白色脂肪組織中の遺伝子発現をリアルタイム PCR 法で測定し、結果を Table 
6 に示す。インスリン抵抗性改善効果を有するアディポサイトカインである adiponectin の
mRNA レベルは、すべての群間で有意な差はみられなかった。また、脂肪酸のトランスポ
ーターである CD36/fatty acid transporter (FAT)、リポタンパク質中のトリアシルグリセ
ロール分解に関わる lipoprotein lipase (LPL)の mRNA レベルも、すべての群間で有意な差
はみられなかった。一方、炎症性サイトカインである tumor necrosis factor (TNF)-α の
mRNA レベルは、Con 群と比較して PL、PH、PH/FO 群で有意に低下し、PL/FO 群は低
下傾向(P = 0.0685)があった。同じく炎症性サイトカインである interleukin (IL)-6のmRNA
レベルは、Con 群と比較して、PL、FO、PL/FO、PH/FO 群で有意な低下、PH 群で低下傾
向(P = 0.0898)を示した。単球走化性タンパク質である monocyte chemoattractant protein 

















Table 6. Epididymal white adipose tissue mRNA levels in 15-week-old male KK mice.
Con PL PH FO PL/FO PH/FO
Glucose and lipid metabolism
Adiponectin 1.00±0.19 1.13±0.38 1.68±0.15 1.17±0.31 1.39±0.28 1.68±0.31
CD36/FAT 1.00±0.14 0.57±0.11 0.74±0.12 0.70±0.10 0.68±0.10 0.75±0.10
LPL 1.00±0.18 0.62±0.15 0.92±0.19 0.65±0.18 0.63±0.10 0.77±0.09
Inflammation
TNF-α 1.00±0.17a 0.37±0.08b 0.29±0.03b 0.78±0.21ab 0.49±0.07ab 0.38±0.06b
IL-6 1.00±0.33a 0.13±0.02b 0.38±0.18ab 0.30±0.11b 0.15±0.03b 0.12±0.03b
MCP-1 1.00±0.16a 0.08±0.02b 0.08±0.01b 0.20±0.08b 0.09±0.01b 0.08±0.02b
Results are expressed as the ratio of the obtained value to that of the Con group. Data are represented as mean ± SE, n = 4-5. Groups with different letters 
in a row are significantly different: P < 0.05 by Tukey-Kramer test.
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も、Con 群と比較して PL 群と PH 群それぞれで、約 2.2 倍、約 1.6 倍高値であった。また、
肝臓中の脂肪酸合成関連酵素の発現を調べたところ、ピオグリタゾンの投与により、SCD-
1 のタンパク質および遺伝子発現が増加していることを確認した。これらのことから、ピオ
グリタゾンはヒトに対する脂肪肝改善効果が報告されているが 12, 13) 、本研究で用いた KK
雄性マウスの肝臓では SCD-1 発現を増加させ、脂肪肝を悪化させたことが示された。SCD-
1 は、ACC および FAS により合成されたパルミチン酸(C16:0)、または、脂肪酸伸長酵素
Elovl6 により産生されたステアリン酸(C18:0)を、それぞれパルミトオレイン酸(C16:1)、オ
レイン酸 (C18:1)に変換する不飽和化酵素であり、これらの一価不飽和脂肪酸






満・2 型糖尿病モデルマウスは、肝臓における PPARγ の発現が増加しており、PPARγ アゴ
ニストを投与すると脂肪肝が悪化することが報告されている 51, 54)。本研究で用いた KK マ





EPA・DHA の併用は、0.006 および 0.012 wt%の両用量のピオグリタゾン投与による肝
臓トリアシルグリセロール含量の増加を有意に抑制し、肝臓への脂肪蓄積を防いだ。さらに、









進を抑制し、より直接的に脂肪肝を改善する可能性が示された。一方、EPA と DHA は肝
臓の PPARα を活性化し、その標的遺伝子である AOX、UCP-2、CPT-1 などの遺伝子発現
を増加させ、脂肪酸 β 酸化とエネルギー消費を亢進することが知られている 25, 26, 55)。しか
し、本研究ではこれらの遺伝子の発現増加は認められなかった。また、ピオグリタゾンの投
与により肝臓における AOX の遺伝子およびタンパク質発現と UCP-2 の遺伝子発現が増加
したものの、EPA・DHA の併用による影響は認められなかった。したがって、肥満・2 型
糖尿病モデル動物の KK マウスに対して EPA・DHA 併用がもたらす肝臓脂肪蓄積の抑制





群では認められなかった。これは、本研究で設定した 0.006 および 0.012 wt%のピオグリ
タゾンは、インスリン抵抗性を改善するのに十分な用量であったが、血漿インスリン値は依
然として高く（参考値：一般固形飼料で飼育した 15 週齢雄性 C57BL/6 マウス 0.69±0.12 
ng/ml）、糖負荷時およびインスリン負荷時に血糖値を低下させるには至らなかったためで
あると考えられた。また、ヒトを対象とした研究で、肝臓の脂肪蓄積がインスリン抵抗性を
悪化させる要因の 1 つであることが明らかになっていることから 56)、本研究でもピオグリ
タゾンによる肝臓脂肪蓄積がインスリン負荷時の血糖低下に影響した可能性がある。一方
で、ピオグリタゾンに EPA・DHA を併用した群は、他の群と比べてインスリン負荷時の血
糖値の低下が早く、本研究で用いた 10 en%の DHA 濃縮魚油(n-3 系 PUFA 1.31~1.55 
mg/kg/day)は、インスリン感受性に影響を及ぼす用量ではなかったが、肝臓脂肪蓄積を抑制
することでピオグリタゾンによるインスリン抵抗性改善作用を増強したことが示唆された。 
 脂肪酸合成系とコレステロール合成系遺伝子の転写因子である SREBP-1c は、コレステ
ロールの過剰状態では小胞体膜上で SREBP cleavage-activating protein (SCAP)、insulin 
induced gene (Insig)と三量体を形成し、前駆型として活性が制御されている。一方、細胞
内コレステロールの低下やインスリン作用により、Insig が解離して前駆型 SREBP-1c と
SCAP の二量体がゴルジ体へ移行すると、site 1 protease と site 2 protease の働きにより
2 段階のプロセッシングを受ける。これらの過程により活性型となった SREBP-1c が核内




EPA・DHA を多く含む魚油が、肝臓の SREBP-1c 発現を遺伝子または活性型タンパク質レ
ベルで減少させるとともに、標的遺伝子である FAS、SCD-1、ACC など脂肪酸合成系の遺
伝子発現を低下させ、脂肪酸合成を抑制することが明らかにされている 25, 58)。しかし、本
研究では、EPA・DHA の投与群で FAS、SCD-1、ACC の遺伝子発現が明らかに低下して
いたにもかかわらず、活性型 SREBP-1 および SREBP-1c の遺伝子発現は低下していなか
った。FAS、SCD-1 などの脂肪酸合成関連遺伝子の発現は、PPARγ や SREBP-1c の他に、
核内受容体の LXRα によっても制御を受けていることが報告されている 59)。LXRα のリガ
ンドとして、コレステロールの酸化物であるオキシステロールが同定されており 60)、EPA・
DHA の投与群である FO、PL/FO、PH/FO 群は肝臓総コレステロール含量が有意に低値で
あったことから、オキシステロールの減少により脂肪酸合成関連遺伝子の転写が低下した
ことが推察された。しかし、同じく LXRα の標的遺伝子であり、コレステロール代謝に関





制されたメカニズムは、これまで報告されていた活性型 SREBP-1c の低下や LXRα を介し
たものではないことが考えられ、詳細なメカニズムに関しては今後の検討が必要である。 
 なお、EPA および DHA は、腸内分泌細胞の 1 つである L 細胞に作用し、消化管ホルモ
ンである glucagon-like peptide (GLP)-1 の分泌を増加させることが報告されている 62, 63)。
GLP-1 は、血糖依存的に膵 β 細胞からのインスリン分泌を促進し、食後の血糖恒常性に働
くと考えられているが、膵 α 細胞からのグルカゴン分泌抑制作用、中枢神経系を介した摂
食抑制作用、食物の滞胃時間遅延作用などの他の機能も明らかになっている 64)。本研究に







肪細胞からは、TNF-α、IL-6 などの炎症性アディポサイトカインおよび FFA の分泌が増加
する。同時に、アディポネクチンなどの抗炎症性アディポサイトカインの分泌は減少する 65-










用がある 70, 71)。本研究では、0.006 wt%のピオグリタゾンまたは EPA・DHA の単独投与
は、脂肪細胞のサイズに大きな影響を及ぼさないが、これらを併用することで小型脂肪細胞
































第 9 節 DHA 濃縮魚油の使用に関する考察 
 
 本研究においては、EPA・DHA の供給源として DHA 濃縮魚油を選択し、サフラワー油
のみを油脂源とした Con 食、サフラワー油と DHA 濃縮魚油を調合した FO食をベースに、
ピオグリタゾンを添加することで各実験飼料を調製した。脂質異常症の治療薬として使用

































価できない可能性がある。n-9 系 MUFA のオレイン酸、n-6 系 PUFA のリノール酸を多く
含む油脂の摂取は、ともにインスリン抵抗性および肝臓の脂肪蓄積低下作用に抑制的に作
用することが報告されている 85-87)。本研究を例にすると、オレイン酸およびリノール酸が




ように調整している de Castro らの研究 83) を参考にした。すなわち、本研究では FO 食の
オレイン酸とリノール酸の含有量が Con 食より少なくなるように飼料を調整し、これらの
脂肪酸が EPA・DHA の脂質代謝改善作用に影響しないように配慮した。具体的な Con 食
と FO 食の脂肪酸組成は、実験の部に記載したサフラワー油と DHA 濃縮魚油の脂肪酸組成
から算出し、Table 26 に示している。 
 また、リノール酸から合成されたアラキドン酸は炎症誘発性のエイコサノイドの前駆体
であり、リノール酸の摂取は体内の炎症状態を悪化させることが報告されている 88)。その
ため、FO 食に含まれるリノール酸含有量が Con 食より少ない場合、DHA 濃縮魚油を投与
したマウスに認められた抗炎症作用は、Con 食と比べてリノール酸の摂取量が少なかった
ことに起因している可能性が考えられた。ただし、C57BL/6 マウスを用いた研究により、





















第 10 節 小括 
 























































第 2 章 ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA (EPA・DHA)が膵臓の機能維持に及ぼす影響の 
検討 
 






β 細胞のアポトーシスが引き起こされる 40)。このような膵臓の機能不全と膵 β 細胞の減少
は、糖尿病の発症と悪化を導くことから、膵 β 細胞の数とその機能を維持させることは糖尿
病の治療をおこなう上で重要である(Fig. 11)。 
そこで第 2 章では、ピオグリタゾンと EPA・DHA が膵臓に及ぼす影響を検討すること
で、第 1 章で明らかになったピオグリタゾンと EPA・DHA の併用による糖尿病治療効果の
メカニズムを、膵臓の機能維持の観点から明らかにすることとした。第 2 章は、実験飼料お
よび実験群の変更を除き、第 1 章とすべて同条件の実験系とした。実験飼料は、実験 1 と
同様のコントロール食である Con 食、Con 食に 0.012 wt%のピオグリタゾンを添加した P 
(pioglitazone)食、これらの食餌の 10 en%を DHA 濃縮魚油で置き換えた FO (fish oil)食、
P/FO (pioglitazone/fish oil)食を調製した(Table 7)。これらの飼料をマウスに与え、Con 群、
P 群、FO 群、P/FO 群の計 4 群を設け、Fig. 12 に示す実験計画に沿って 8 週間の飼育をお
こなった。 
  
Figure 11. The hypothetical effects by pioglitazone, n-3 PUFA (EPA-DHA), and their combination 















































Con P FO P/FO
Safflower oil (g) 8 8 4 4
Fish oil (g) － － 4 4
Casein (g) 20 20 20 20
Sucrose (g) 10.37 10.37 10.37 10.37
β-starch (g) 51.83 51.83 51.83 51.83
Vitamin mix (g)* 1 1 1 1
Mineral mix (g)* 3.5 3.5 3.5 3.5
Cellulose powder (g) 5 5 5 5
L-cystin (g) 0.3 0.3 0.3 0.3
t-Butylhydroquinone (g) 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016
Pioglitazone (g) － 0.012 － 0.012
Total (g) 100.00 100.01 100.00 100.01
Energy (kcal/100g) 374.02 373.99 374.02 373.99
Fat energy (%) 19.70 19.70 19.70 19.70
Table 7. Composition of experimental diets. 
*Vitamin and mineral mix were based on the AIN-93G formulation. Vitamin mix substituted 
0.25% sucrose for choline bitartrate.






第 1 節 摂食量、ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA の平均 1 日投与量、体重および体組成 
 
 総摂食量、最終体重、体重変化、組織重量および腹部脂肪面積を Table 8 に、摂食量と体
重から算出したピオグリタゾンと n-3 系 PUFA の平均投与量(1 日あたり)を Table 9 に示
す。摂食量は、Con 群と比較してすべての群間で有意な変化はみられなかった。最終体重お
よび体重増加量は、Con 群と比較してピオグリタゾンを単独投与した P 群で有意に高値で
あったが、EPA・DHA の投与群である FO、P/FO 群では、有意な高値にはならなかった。
また、併用群である P/FO 群のこれらのパラメータは、それぞれ P 群と比較して低下傾向
(P = 0.0896)および有意な低下を示した。副睾丸周囲白色脂肪組織重量は、Con 群と比較し
てすべての群で有意に減少した。X 線 CT スキャンによる腹部脂肪面積の測定をおこなった
ところ、内臓脂肪面積は、Con 群と比較して P 群で低下傾向(P = 0.0508)、FO、P/FO 群は














Con P FO P/FO
Total food intake (g/mouse) 281±10ab 290±7ab 299±10a 266±5b
Initial body weight (g) 26.1±0.7 26.1±0.6 26.1±0.6 26.1±0.6
Final body weight (g) 38.0±0.4b 42.2±1.4a 36.6±0.7b 38.8±1.0ab
Body weight gain (g) +11.9±0.6b +16.1±0.8a +10.5±0.8b +12.7±0.5b
Epididymal WAT weight (g) 1.34±0.04a 0.97±0.05b 0.91±0.04b 0.83±0.05b
Visceral fat mass (cm3) 1.59±0.13a 1.17±0.13ab 1.07±0.07b 1.04±0.07b
Subcutaneous fat mass (cm3) 0.44±0.02c 0.82±0.04a 0.40±0.03c 0.57±0.03b
Table 8. Total food intake, body weight, tissue weight, and abdominal fat masses in 15-
week-old male KK mice.
Data are represented as mean ± SE, n = 4-5. Groups sharing different letters in a row are significantly different: P < 
0.05 by Tukey-Kramer test. 
Table 9. The average dose of pioglitazone and n-3 PUFA in 15-week-old male KK mice.
Con P FO P/FO
Pioglitazone (mg/kg/day) 14.14±0.11 14.01±0.16
n-3 PUFA (g/kg/day) 1.69±0.05 1.46±0.02
Data are represented as mean ± SE, n = 4-5. 
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第 2 節 血糖値、HOMA-IR および血漿中パラメータ 
 
血糖値、HOMA-IR および血漿中パラメータを Table 10 に示す。血糖値は、Con 群と比
較して P 群のみ有意に増加した。インスリン値および HOMA-IR は、Con 群と比較して FO
群は有意な変化はみられなかったが、P 群で有意な低下、P/FO 群で低下傾向(P = 0.0565, 
0.0569)を示した。アディポネクチン値は、Con 群と比較して P 群および P/FO 群で有意に





第 3 節 膵臓の組織学的および形態学的解析 
 
 H&E 染色を施した膵臓ランゲルハンス島の組織解析と平均面積、ランゲルハンス島の面
積を 10000 µm2 毎に区分し、各範囲に含まれる割合の分布を Fig. 13 に示す。ランゲルハ
ンス島の平均面積は、Con 群と比較して、有意な変化ではないが P 群、FO 群、P/FO 群で、
それぞれ 68%、79%、51% (P = 0.0948)まで減少した。また、Con 群と比較して、ピオグリ
タゾンの投与群である P 群、P/FO 群は、50000 µm2以上のランゲルハンス島の割合が少な
く、FO 群は、50000 µm2以上の割合は Con 群と同程度だったものの、10000 µm2未満の
ランゲルハンス島が増加していた。併用群であるP/FO群のランゲルハンス島面積は、50000 
µm2以上の割合が最も低く、10000 µm2未満の割合が最も高かった。 
次に、グルカゴンとインスリンの免疫染色をおこない、各染色面積を膵 α 細胞あるいは β
細胞の面積がランゲルハンス島の面積に占める割合(%)の平均を算出した(Fig. 13E, F)。膵








Con P FO P/FO
Blood glucose (mg/dl) 161±20b 243±32a 144±3b 144±5b
Plasma insulin (ng/ml) 15.0±4.4a 2.7±0.8b 9.0±1.8ab 5.1±0.6ab
HOMA-IR 1.00±0.30a 0.26±0.09b 0.57±0.11ab 0.32±0.04ab
Plasma adiponectin (μg/ml) 9.1±1.3c 37.2±4.1b 11.9±0.7c 68.0±8.5a
Table 10. Blood glucose, HOMA-IR, and plasma parameters in 15-week-old male KK mice.
Data are represented as mean ± SE, n = 4-5. HOMA-IR are shown as the ratio to the Con group (147.1±44.3). Groups 
sharing different letters in a row are significantly different: P < 0.05 by Tukey-Kramer test. 
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Figure 13. Morphological analysis of pancreatic islets in 15-week-old male KK mice. 
 Islet images of H&E staining (A), glucagon immunostaining (B), insulin immunostaining (C), mean islet areas (D), 
percentages of α-cell area (E), percentages of β-cell area (F), and islet area proportions (G) in mice fed Con, P, FO, 
and P/FO diets for 8 weeks. Magnification, ×200. Scale bar, 100µm. Data except for (G) are represented as mean ± 
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第 4 節 膵臓ランゲルハンス島の小胞体ストレスおよびアポトーシスの評価 
 
C/EBP homologous protein (CHOP)の免疫染色と、TdT-mediated dUTP nick end 
labeling (TUNEL)染色を施した膵臓の組織標本を用いて、ランゲルハンス島の小胞体スト
レスとアポトーシスの評価をおこない、その結果を Fig. 14 に示す。ランゲルハンス島あた
りの CHOP 陽性細胞の占める割合(%)は、Con 群と比較してすべての群で有意に低下した
が、これらの群間では有意な差はなかった。TUNEL 陽性細胞の割合は、Con 群と比較し




Figure 14. Endoplasmic reticulum stress and apoptosis assay of pancreatic islets in 15-week-old male KK mice. 
 Islet images of CHOP immunostaining (A), TUNEL staining (B), mean CHOP positive ratio (C), and mean 
TUNEL positive ratio (D) in mice fed Con, P, FO, and P/FO diets for 8 weeks. Arrows indicate positive nuclei with 
CHOP or TUNEL staining. Magnification, ×200. Scale bar, 100µm. Data are represented as mean ± SE, n = 4-5. 
Undetected apoptotic cell in all islet are expressed as not-detected (N.D.). Groups with different letters are 
significantly different: P < 0.05 by Tukey-Kramer test. 
 
 



























































第 5 節 膵臓中遺伝子発現 
 
 炎症に関与する膵臓中の遺伝子発現をリアルタイム PCR 法で測定し、結果を Table 11 に
示す。炎症性サイトカインである TNF-α、IL-1β および MCP1 の mRNA レベルは、各群


























Table 11. Pancreatic mRNA levels in 15-week-old male KK mice.
Con P FO P/FO
Inflammation
TNF-α 1.00±0.19 1.63±0.32 1.44±0.20 1.28±0.13
IL-1β 1.00±0.03 1.07±0.03 1.11±0.02 1.08±0.05
MCP1 1.00±0.37 0.79±0.17 0.76±0.24 0.82±0.11
TLR4 1.00±0.22 1.25±0.13 1.14±0.15 1.26±0.15
Results are expressed as the ratio of the obtained value to that of the Con group. Data are represented as mean ± SE, 
n = 4-5. Significant differences among groups were analyzed by Tukey-Kramer test.
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善という作用機序から膵 β 細胞の保護作用が期待されており 92)、本章でもピオグリタゾン
の投与によるインスリン抵抗性の改善と、ランゲルハンス島の肥大化および膵 β 細胞面積
のランゲルハンス島に占める割合の低下に対する抑制効果が確認された。一方で、10 en% 





の血糖値と血漿インスリン値は、第 1 章で認められた値よりも 30~59%程低値であった。こ










グが不十分なインスリンが存在し、これらは unfolded protein response (UPR)と呼ばれる
異常タンパク質の処理機構により正常な状態へ修正される 93)。しかし、インスリン抵抗性
状態では異常タンパク質の処理能力を超えて異常構造のインスリンが合成され、膵 β 細胞
は過剰な小胞体ストレス状態になる 90)。このとき、転写因子の CHOP は、過剰な小胞体ス
トレスに対してアポトーシス促進性遺伝子の転写を増加する一方で、アポトーシス抑制遺
伝子の転写を低下させ、傷害を受けた細胞のアポトーシスを促進することが報告されてい
る 94, 95)。 
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第 7 節 小括 
 
 第 2 章では、第 1 章と同様に 7 週齢の雄性 KK マウスにピオグリタゾンと EPA・DHA








減効果と、EPA・DHA のアポトーシスの抑制効果が関与していることが示唆された(Fig. 15)。 
本章により、ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA、およびこれらの併用は、膵臓の機能維持
という視点でも有用であることが示された。そこで第 3 章では、第 1 章、第 2 章で得られ
た結果をもとに、加齢させた 2 型糖尿病モデルマウスを用いて検討をおこない、ピオグリ
タゾンと EPA・DHA の併用が、高齢糖尿病患者に対して有効であるか調べることとした。 
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第 3 章 加齢マウスにおけるピオグリタゾンと n-3 系 PUFA (EPA・DHA)の併用による 
有効性の検討 
 












そこで第 3 章では、第 1 章および第 2 章で確認されたピオグリタゾンと EPA・DHA の
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Reduction in dosage of 
pioglitazone with maintenance 
of anti-diabetic effects. 
Prevention from subcutaneous 














った。そこで、本研究で用いるマウスの週齢設定に関しては、32 週齢の雌性 KK マウスに
対して加齢の影響を検討している LePard らの研究 102)を参考にすることとした。飼育期間
中は、KK マウスにおけるフェノタイプの加齢変化を評価するために、酸化ストレスと抗酸








いて雄性 KK マウスを飼育し、加齢群(Aged group)としてフェノタイプおよび遺伝子発現
に対する加齢変化を検討した。また、コントロールとして、第 1 章および第 2 章で用いた
生後 15 週齢まで飼育する若齢成獣群(Young adult group)を設定した。なお、KK マウスの
みの検討では、各種パラメータの変化が加齢によるものであるのか、KK マウスに特異的な




















第 1 項 酸化ストレス、抗酸化能力、血糖値、血漿インスリン値および HOMA-IR の推移 
 
 高齢 2 型糖尿病モデル動物として加齢 KK マウスを用いる際の週齢を決定するために、
d-ROMs 値、BAP 値、血糖値、血漿インスリン値および HOMA-IR の変化をモニタリング
し、結果を Fig. 18 に示す。d-ROMs 値は、C57BL/6 マウス、KK マウスともに加齢による
増加が確認され、飼育開始時と比較して 15 週齢以降は有意に高値であった。また、32 週齢
付近の変化をみるために 31~39 週齢の間で Tukey-kramer 検定による統計解析をおこなっ
たところ、すべての週齢の間で有意な差は認められなかったことから、31 週齢以降の酸化
ストレスの変化は一定であったと判断した。BAP 値は、両マウスともに飼育開始から 35 週
齢までほぼ横ばいであったが、39 週齢の KK マウスの値は飼育開始時と比較して有意に低
値であった。C57BL/6 マウスの血糖値は、27 週齢までは 100 mg/dl 付近を推移していたが、
それ以降はおよそ 120 mg/dl に増加した。KK マウスは 15 週齢で最も高値を示し、それ以
降は 121.2~138.4 mg/dl 付近を推移した。一方、C57BL/6 マウスの血漿インスリン値およ
び HOMA-IR は、飼育開始から 27 週齢までは横ばいであったが、31 週齢において最も高
値を示した。KK マウスは 15 週齢までは横ばいであったが、19 週齢で最も高値を示し、そ
れ以降は 35 週齢を除いて飼育開始時より高い状態が続いた。 
 以上の結果から、あらかじめ設定した高齢 2 型糖尿病モデル動物としての判断基準を満
たしたため、39 週齢の時点でモニタリングを終了し、各測定のための絶食および採血のス





















Figure 18. d-ROMs and BAP levels, blood glucose, plasma insulin, and HOMA-IR in male C57BL/6 and KK mice. 
d-ROMs levels for oxidative marker (A), BAP levels for anti-oxidative potential marker (B), blood glucose (C), 
plasma insulin (D), and HOMA-IR (E) in experimental period. Data are represented as mean ± SE, n = 3-5. HOMA-
IRs are expressed as the ratio of the obtained value to that of the initial value in each mouse. *: P < 0.05, Young 
adult C57BL/6 mice in comparison with initial value, †: P < 0.05. Aged C57BL/6 mice in comparison with initial 
value, ‡: P < 0.05, Young adult KK mice in comparison with initial value, §: P < 0.05. Aged KK mice in comparison 




















































































































































Young adult C57BL/6 mice
Aged C57BL/6 mice




第 2 項 摂食量推移、成長曲線および体組成 
 
 摂食量の推移と成長曲線を Fig. 19 に、15 週齢と 40 週齢における最終体重、体重変化お
よび組織重量を Table 12 に示す。摂食量の推移は、C57BL/6 マウスはほぼ横ばいであった
が、KK マウスは飼育開始後 15 週間目から徐々に減少する傾向がみられた。成長曲線をみ
ると、両マウスともに飼育開始から徐々に増加し、C57BL/6 マウスは 36 週齢、KK マウス
は 28 週齢で最も高値を示した。最終体重は、40 週齢の C57BL/6 マウスは 15 週齢と比較
して有意に高値であったが、KK マウスは加齢による影響は認められなかった。一方、体重
増加量は、両マウスともに 15 週齢と比較して 40 週齢で有意に高値であった。肝臓重量は、
C57BL/6 マウスは加齢による有意な増加が認められたが、KK マウスでは有意な変化はみ
られなかった。副睾丸周囲白色脂肪組織重量は、C57BL/6 マウスは加齢に伴い有意に増加
したが、KK マウスは有意に減少した。腓腹筋重量は、両マウスともに 15 週齢と比較して





Figure 19. Food intake and growth curves in male C57BL/6 and KK mice. 
Mean weekly food intake (A) and growth curves (B) in experimental period. Data are represented as mean ± SE, n 
= 5. *: P < 0.05, Young adult C57BL/6 mice in comparison with initial value, †: P < 0.05. Aged C57BL/6 mice in 
comparison with initial value, ‡: P < 0.05, Young adult KK mice in comparison with initial value, §: P < 0.05. Aged 
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Young adult C57BL/6 mice
Aged C57BL/6 mice
Young adult KK mice
Aged KK mice
Table 12. Body weight and tissue weights in male C57BL/6 and KK mice.
Data are represented as mean ± SE, n = 5. *P < 0.05 versus 15-week-old in C57BL/6 mice, † P < 0.05 versus 15-week-old in KK mice by t-test.
C57BL/6 KK
15-week-old 40-week-old 15-week-old 40-week-old
Initial body weight (g) 19.0±0.2 19.0±0.1 26.7±0.5 26.7±0.4
Final body weight (g) 24.8±0.6 32.6±1.0* 36.2±1.1 39.7±1.2
Body weight gain (g) +5.8±0.6 +13.6±1.0* +9.6±0.8 +12.9±1.1†
Liver weight (g) 1.05±0.03 1.29±0.04* 1.50±0.07 1.41±0.03
Epididymal WAT weight (g) 0.35±0.06 1.23±0.19* 1.25±0.05 0.90±0.06†
Gastro weight (g) 0.22±0.01 0.31±0.03* 0.19±0.01 0.24±0.01†
Gastro weight (g/100g BW) 0.88±0.05 0.95±0.08 0.52±0.03 0.60±0.02
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第 3 項 血糖値、HOMA-IR、血漿中パラメータ 
 
 15 週齢と 40 週齢の雄性 C57BL/6 マウスと KK マウスにおける血糖値、血漿インスリン
値、HOMA-IR および血漿アディポネクチン値の結果を Table 13 に示す。40 週齢時の血糖
値は、C57BL/6 マウスと KK マウスともに、15 週齢の値と比較しておよそ 30%低値であ
り、C57BL/6 マウスにおいては有意な低下が認められた。血漿インスリン値は、両マウス
ともに 15 週齢の値と比較して、40 週齢の値は有意に高かった。一方、HOMA-IR は、KK
マウスのみ加齢による有意な上昇が認められた。40 週齢時の血漿アディポネクチン値は、







第 4 項 肝臓中遺伝子発現 
 
 15 週齢と 40 週齢の雄性 C57BL/6 マウスと KK マウスにおける肝臓の脂肪酸 β 酸化およ
びエネルギー消費に関与する遺伝子発現を測定し、結果を Table 14 に示す。40 週齢の
PPARα および MCAD の mRNA レベルは、C57BL/6 マウスのみ 15 週齢の値と比較して有
意に増加した。AOX の mRNA レベルは、KK マウスのみ加齢による有意な低下が認められ




Table 13. Blood glucose, HOMA-IR, and plasma parameters in male C57BL/6 and KK mice.
Data are represented as mean ± SE, n = 5. HOMA-IR are shown as the ratio to the 15-week-old group in each mouse (C57BL/6, 3.8±0.8; KK, 
10.0±2.7). *P < 0.05 versus 15-week-old in C57BL/6 mice, † P < 0.05 versus 15-week-old in KK mice by t-test.
C57BL/6 KK
15-week-old 40-week-old 15-week-old 40-week-old
Blood glucose (mg/dl) 202±22 140±10* 217±34 146±15
Plasma insulin (ng/ml) 0.28±0.05 0.55±0.04* 0.69±0.12 3.51±0.76†
HOMA-IR 1.00±0.20 1.31±0.14 1.00±0.27 3.28±0.86†
Plasma adiponectin (µg/ml) 12.34±0.20 14.66±0.79* 9.24±0.34 7.75±0.30†
Table 14. Liver mRNA levels in male C57BL/6 and KK mice.
Results are expressed as the ratio of the obtained value to that of the 15-week-old in each mouse. Data are represented as mean ± SE, n = 5. 
*P < 0.05 versus 15-week-old in C57BL/6 mice, † P < 0.05 versus 15-week-old in KK mice by t-test.
C57BL/6 KK
15-week-old 40-week-old 15-week-old 40-week-old
Fatty acid β-oxidation and energy consumption
PPARα 1.00±0.14 1.59±0.11* 1.00±0.07 0.87±0.02
AOX 1.00±0.06 1.15±0.06 1.00±0.04 0.84±0.06†
UCP-2 1.00±0.14 0.86±0.04 1.00±0.12 0.94±0.18
MCAD 1.00±0.17 1.54±0.05* 1.00±0.04 1.10±0.09
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第 5 項 加齢 KK マウスにおけるフェノタイプおよび遺伝子発現の検討に関する考察 
 
加齢 KK マウスに対するピオグリタゾンと EPA・DHA の併用効果を検討するにあたっ
て、まず初めに、加齢させた KK マウスの病態が高齢者の 2 型糖尿病を反映するものであ
るか検討をおこなった。 
 本研究では LePard らの研究 102)を週齢決定の参考にして、32 週齢以降で、実験開始時よ
りインスリン抵抗性が悪化していること、酸化ストレスの増加が横ばいであること、抗酸化
能力の低下がみられることを基準として、KK マウスを高齢 2 型糖尿病モデル動物として用
いる際の週齢を決定することとした。飼育開始時から d-ROMs 値、BAP 値、血糖値、血漿
インスリン値および HOMA-IR の変化をモニタリングしたところ、KK マウスの d-ROMs
値は加齢により徐々に増加し、31 週齢を越えると 200 U.CARR 以上に達した。また、32 週
齢付近の変化をみるために 31 ~39 週齢の間で Tukey-kramer検定による統計解析をおこな
ったところ、すべての週齢の間で有意な差は認められなかったことから、31 週齢以降の酸
化ストレスの変化は一定であったと判断した。一方、BAP 値は実験開始時と比べて 35 週齢
まではほぼ横ばいであったが、39 週齢まで加齢が進むと有意な低下が認められた。HOMA-
IR 値は 19 週齢の時点で最も高値を示し、それ以降は 35 週齢を除いて実験開始時より高い
状態が続いた。以上の結果から、あらかじめ設定した高齢 2 型糖尿病モデル動物としての
判断基準を満たした 39 週齢の時点でモニタリングを終了し、各測定のための絶食および採







められ、さらに、40 週齢の KK マウスは加齢によりインスリン抵抗性が悪化していること
が示された。2 型糖尿病患者の血中アディポネクチン濃度は、健常者と比べて低いことが知
られており、中年期の糖尿病患者と比べて、罹患期間が長い高齢の 2 型糖尿病患者ほど低










ことが明らかになっている 39, 44, 110)。筋重量は体重と強い相関があり、筋肥大あるいは萎縮
を調べる場合には、実際の重量よりも相対的筋重量を用いるべきであると考えられている






臓の遺伝子発現を測定したところ、40 週齢の KK マウスはペルオキシソームの脂肪酸 β 酸
化能が低下していることが示唆された。また、Table 14 に示す遺伝子発現の結果では、各
マウスの mRNA レベルを 15 週齢時の値を 1 として比で表しているが、15 週齢時および 40
週齢時の実測値についてマウス間の比較も行っている。これにより、15 週齢の KK マウス
は、C57BL/6 マウスと比べて AOX の mRNA レベルのみが有意に低値であったが、40 週
齢時は PPARα と MCAD の mRNA レベルも有意に低下していたことが確認された。 
以上の結果により、加齢 KK マウスにおける摂食量の減少、酸化ストレスの増加とイン
スリン抵抗性の悪化、血漿アディポネクチン値および肝臓の脂肪酸 β 酸化能の低下が確認
され、これらはヒトにおける加齢変化と類似していた。したがって、本章で 40 週齢の KK
マウスを高齢 2 型糖尿病のモデル動物として用いることは妥当であると判断した。 
 なお、本研究では 40 週齢の KK マウスに対して、老齢 KK マウスではなく加齢 KK マウ
スという略称を用いている。これは、老齢マウスの週齢に関する定義が必ずしも明確にされ
ているわけではないことにくわえ、de Picciotto らによる研究 112)では、老齢マウスとして
112 週齢の C57BL/6 マウスが用いられていることを考慮したためである。KK マウスは肥
満・2 型糖尿病モデル動物であるため、特定の疾患モデル動物ではない C57BL/6 マウスと
寿命が異なることが推測されるが、40 週齢の KK マウスを 112 週齢のマウスと同様に老齢
マウスと称することについて、少なくとも週齢という観点では適切であるかを判断できな


















第 1 章で有意なインスリン抵抗性改善効果が確認された 0.006 wt%のピオグリタゾンをポ
ジティブコントロールとして、有意なインスリン抵抗性改善効果がみられない用量を明ら
かにするための検討をおこなった。 
実験動物は 7 週齢の雄性 KK マウスを用い、実験飼料として、これまでと同様の Con 食
と、これにピオグリタゾンを段階的に半分量(0.006、0.003、0.0015 wt%)にして添加した
0.0015P、0.003P、0.006P 食を調製した(Table 15)。これらの飼料を 7 週齢の雄性 KK マウ
スに与える Con 群、0.0015P、0.003P、0.006P 群の計 4 群を設け、Fig. 20 に示す実験計
画に沿って 8 週間の飼育をおこなった。なお、実験飼料および群の名称について、各数字は
添加したピオグリタゾンの用量を示しており、ピオグリタゾンの糖尿病治療効果は、インス





Figure 20. Time schedule of animal treatment in chapter 3-2. 
 
Con 0.0015P 0.003P 0.006P
Safflower oil (g) 8 8 8 8
Casein (g) 20 20 20 20
Sucrose (g) 10.37 10.37 10.37 10.37
β-starch (g) 51.83 51.83 51.83 51.83
Vitamin mix (g)* 1 1 1 1
Mineral mix (g)* 3.5 3.5 3.5 3.5
Cellulose powder (g) 5 5 5 5
L-cystin (g) 0.3 0.3 0.3 0.3
t-Butylhydroquinone (g) 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016
Pioglitazone (g) － 0.0015 0.003 0.006
Total (g) 100.00 100.00 100.00 100.01
Energy (kcal/100g) 374.02 374.01 374.01 374.00
Fat energy (%) 19.70 19.70 19.70 19.70
Table 15. Composition of experimental diets. 
*Vitamin and mineral mix were based on the AIN-93G formulation. Vitamin mix substituted 
0.25% sucrose for choline bitartrate.






第 1 項 摂食量、ピオグリタゾンの平均 1 日投与量、体重および体組成 
 
 総摂食量、最終体重、体重変化、組織重量および腹部脂肪面積を Table 16、摂食量と体重
から算出したピオグリタゾンの平均 1 日投与量を Table 17 に示す。摂食量は、すべての群
間で有意な変化はみられなかった。最終体重は、Con 群と比較して 0.006P 群でのみ有意に
増加した。0.003P 群と 0.006P 群の体重増加量は、Con 群と比較して有意に高値であった。
副睾丸周囲白色脂肪組織重量は、Con 群と比較してすべての群で有意に減少した。X 線 CT
スキャンによる腹部脂肪面積の測定をおこなったところ、内臓脂肪面積にピオグリタゾン
の投与による影響は認められなかったが、0.006P 群の皮下脂肪面積は、Con 群と比較して










第 2 項 血糖値、HOMA-IR、血漿中パラメータ 
 
血糖値、血漿インスリン値、HOMA-IR および血漿アディポネクチン値の結果を Table 18
に示す。血糖値はすべての群間で有意な変化はみられなかった。血漿インスリン値および
HOMA-IR もピオグリタゾンによる有意な影響はみられなかったが、0.006 wt%のピオグリ
タゾンの投与は、それぞれのパラメータを Con 群の 53.0%、59.4%まで低下させた。血漿
アディポネクチン値は、Con 群と比較して 0.006P 群は有意に増加した。 
 
Con 0.0015P 0.003P 0.006P
Total food intake (g/mouse) 268±10 259±8 253±6 262±10
Initial body weight (g) 26.7±0.7 26.7±0.6 26.7±0.6 26.7±0.6
Final body weight (g) 38.3±0.7b 40.4±0.8b 41.0±0.8b 43.0±0.8a
Body weight gain (g) +11.6±0.8c +13.7±0.6bc +14.3±0.6ab +16.3±0.6a
Epididymal WAT weight (g) 1.34±0.03a 1.18±0.02b 1.09±0.05b 1.15±0.04b
Visceral fat mass (cm3) 1.46±0.07 1.34±0.07 1.27±0.07 1.38±0.06
Subcutaneous fat mass (cm3) 0.43±0.03b 0.42±0.04b 0.54±0.03b 0.68±0.02a
Table 16. Total food intake, body weight, tissue weight, and abdominal fats in 15-week-old male KK mice.
Data are represented as mean ± SE, n = 5-7. Groups sharing different letters in a row are significantly different : P < 0.05 by Tukey–Kramer 
test. 
Table 17. The average dose of pioglitazone in 15-week-old male KK mice.
Con 0.0015P 0.003P 0.006P
Pioglitazone (mg/kg/day) 1.76±0.08 3.45±0.05 6.95±0.15













IR を指標としてインスリン抵抗性改善効果の評価をおこなった。第 1 章では、7 週齢の雄
性 KK マウスに 0.006 wt%のピオグリタゾンを 8 週間投与することで、有意なインスリン
抵抗性改善効果が認められたが、本検討は実験動物と投与期間が同様であったにも関わら
ず、0.006P 群の血漿インスリン値および HOMA-IR はすべての群間で有意な差はみられな
かった。しかし、これらのパラメータは Con 群と比べておよそ 40%減少しており、皮下脂
肪蓄積や血漿アディポネクチン値の上昇はみられたことから、雄性 KK マウスにおける
0.006 wt%のピオグリタゾンの投与は、インスリン抵抗性改善効果に対する有効量の下限に
近いことが示唆された。一方、0.0015 wt%および 0.003 wt%のピオグリタゾンの投与によ













Con 0.0015P 0.003P 0.006P
Blood glucose (mg/dl) 193±29 200±16 174±14 215±16
Plasma insulin (ng/ml) 7.07±0.98 7.60±3.00 6.53±1.07 3.74±0.72
HOMA-IR 1.00±0.18 1.13±0.41 0.88±0.20 0.59±0.11
Plasma adiponectin (µg/ml) 5.58±0.47b 6.91±0.78b 7.18±0.37b 8.86±0.68a
Table 18. Blood glucose, HOMA-IR, and plasma parameters in 15-week-old male KK mice.
Data are represented as mean ± SE, n = 6-7. HOMA-IR are shown as the ratio to the Con group (85.2±15.1). Groups sharing different letters 
are significantly different in a row: P < 0.05 by Tukey–Kramer test. 
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第 3 節 ピオグリタゾンの投与量減少に対する n-3 系 PUFA (EPA・DHA)の有効性の検討 
 
第 1 節および第 2 節の検討により、40 週齢の KK マウスにおける高齢 2 型糖尿病モデル
マウスとしての妥当性が得られ、くわえて 0.003 wt%の用量のピオグリタゾンは有意なイ
ンスリン抵抗性改善効果がみられないことが示された。これらをふまえて、第 1 章および




 具体的には、実験動物として固形飼料 MF [(株)オリエンタル酵母工業]で生後 40 週齢ま
で加齢させた雄性 KK マウスを用い、実験飼料は、実験 1 および実験 2 と同様の 20 en%の
サフラワー油を調合した Con 食をコントロール食として、Con 食に 0.003、0.006、0.012 
wt%のピオグリタゾンを添加した PVL (pioglitazone-very low dose)食、PL (pioglitazone-
low dose) 食、PH (pioglitazone-high dose) 食、また、これらの実験飼料の 10 en%を DHA
濃縮魚油で置き換えた、FO (fish oil)食、PVL/FO (pioglitazone-very low dose/fish oil)食、
PL/FO (pioglitazone-low dose/fish oil)食、PH/FO (pioglitazone-high dose/fish oil)食を調
製した(Table 19)。これらの飼料をマウスに与え、Con 群、PVL 群、PL 群、PH 群、FO 群、







Con PVL PL PH FO PVL/FO PL/FO PH/FO
Safflower oil (g) 8 8 8 8 4 4 4 4
Fish oil (g) － － － － 4 4 4 4
Casein (g) 20 20 20 20 20 20 20 20
Sucrose (g) 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37
β-starch (g) 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83
Vitamin mix (g)* 1 1 1 1 1 1 1 1
Mineral mix (g)* 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Cellulose powder (g) 5 5 5 5 5 5 5 5
L-cystin (g) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
t-Butylhydroquinone (g) 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016
Pioglitazone (g) － 0.003 0.006 0.012 － 0.003 0.006 0.012
Total (g) 100.00 100.00 100.01 100.01 100.00 100.00 100.01 100.01
Energy (kcal/100g) 374.02 374.01 374.00 373.99 374.02 374.01 374.00 373.99
Fat energy (%) 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70
Table 19. Composition of experimental diets. 








第 1 項 摂食量、ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA の平均 1 日投与量、体重および体組成 
 
 総摂食量、最終体重、体重変化および組織重量を Table 20、摂食量と体重から算出した
ピオグリタゾンと n-3 系 PUFA の平均 1 日投与量を Table 21 に示す。摂食量はすべての
群間で有意な変化はみられなかった。ピオグリタゾンを単独投与した PVL、PL、PH 群の
体重増加量は、Con 群と比較して、有意な差ではなかったがそれぞれ 20.5、38.3、54.4%高
値であり、PH 群は増加傾向(P = 0.0865)があった。これらの体重増加量は、EPA・DHA の
併用により有意ではなかったが低減されており、特に PVL/FO 群の体重増加量は平均値で
Con 群より 18%低値であった。肝臓重量は、Con 群と比較してすべての群間で有意な変化
はみられなかったが、PVL/FO 群は PVL 群と比較して有意に減少した。副睾丸周囲白色脂
肪組織重量は、すべての群間で有意な差はなかった。肩甲骨間の褐色脂肪組織重量は、Con
群と比較して PL、PH、PL/FO、PH/FO 群で有意な増加がみられた。 
X 線 CT スキャンによる腹部脂肪面積の測定結果を Fig. 22 に示す。内臓脂肪面積は、す
べての群間で有意な変化はみられなかった。皮下脂肪面積は、Con 群と比較して、ピオグリ
タゾンを単独投与した PL、PH 群は 40%以上の有意な増加がみられたが、EPA・DHA を
併用することで抑制される傾向(P = 0.0632、0.0519)があった。PVL 群も、Con 群と比較し
て有意ではないものの 18.6%増加したが、EPA・DHA を併用することで Con 群以下まで減
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Table 20. Total food intake, body weight, and tissue weights in 48-week-old male KK mice.
Con PVL PL PH FO PVL/FO PL/FO PH/FO
Total food intake (g/mouse) 240±4 243±5 238±4 242±7 237±7 228±3 226±3 230±3
Initial body weight (g) 36.5±0.9 36.5±1.0 36.5±1.0 36.5±0.9 36.5±0.8 36.5±0.8 36.5±0.8 36.5±0.8
Final body weight (g) 42.3±0.3abc 43.6±0.5abc 44.6±1.3ab 45.5±1.4a 40.2±0.3c 41.3±0.4bc 43.3±0.7abc 44.0±0.6ab
Body weight gain (g) +5.9±1.0abc +7.1±0.7abc +8.2±0.7ab +9.1±1.1a +3.7±0.9c +4.8±0.4bc +6.8±0.5abc +7.5±0.2ab
Liver weight (g) 1.55±0.09abc 1.87±0.11a 1.71±0.12ab 1.45±0.06bc 1.40±0.04bc 1.40±0.08bc 1.41±0.05bc 1.30±0.04c
Epididymal WAT weight (g) 1.37±0.20 1.03±0.07 1.15±0.07 1.13±0.10 0.96±0.11 1.01±0.04 0.97±0.06 1.04±0.08
BAT weight (g) 0.24±0.02d 0.40±0.02cd 0.63±0.10bc 0.96±0.14a 0.26±0.02d 0.49±0.04bcd 0.74±0.05ab 0.69±0.07abc









Figure 22. X-ray CT images, visceral fat masses, and subcutaneous fat masses in 48-week-old male KK mice. 
 X-ray CT images (A), visceral fat masses (B) and subcutaneous fat masses (C). Representative images show X-ray 
CT scanned cross-sections from mice fed Con, PVL, PL, PH, FO, PVL/FO, PL/FO, and PH/FO diets for 8 weeks. The 
colored areas show visceral fat (pink) and subcutaneous (yellow). Visceral fat and subcutaneous fat masses are 
evaluated in abdominal area between second lumbar vertebra and forth lumbar vertebra. Data are shown as mean 







Table 21.  The average dose of pioglitazone and n-3 PUFA in 48-week-old male KK mice.
Data are represented as mean ± SE, n = 6. 
Con PVL PL PH FO PVL/FO PL/FO PH/FO
Pioglitazone (mg/kg/day) 2.88±0.07 5.68±0.11 11.24±0.10 2.87±0.05 5.49±0.06 10.92±0.22














































Con PVL PL PH FO PVL/FOPL/FO PH/FO
Con PVL PL PH
FO PVL/FO PL/FO PH/FO
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第 2 項 酸化ストレスおよび抗酸化能力の評価 
 
 加齢による酸化ストレスへの影響、およびピオグリタゾンと EPA・DHA の併用による抗
酸化作用を検討するために、飼育開始時と飼育開始後 7 週目に d-ROMs テストと BAP テ
ストをおこない、結果を Fig. 23 に示す。本章の第 1 項において、7 週齢の KK マウスにお
ける d-ROMs 値は 133.4±4.8 U.CARR であり、今回の飼育開始時における d-ROMs 値は
216.8±16.0 U.CARR であったことから、若齢成獣期と比較して加齢による酸化ストレス
の増加したことが示された。しかし、すべての群で、7 週間のピオグリタゾンまたは EPA・




Figure 23. Plasma oxidative stress and anti-oxidative potential markers in 40 and 47-week-old male KK mice. 
Plasma d-ROMs levels for oxidative marker (A) and BAP levels for anti-oxidative potential marker (B) at 0 and 7 
weeks after the beginning of experimental period. Data are represented as mean ± SE, n = 5-6. *: P < 0.05, FO group 



































































第 3 項 血糖値、HOMA-IR、血漿中パラメータおよびインスリン負荷試験(ITT) 
 
血糖値、HOMA-IR および血漿中パラメータの結果を Table 22 に示す。血糖値は、Con
群と比較してすべての群間で有意な変化はなかったが、FO 群は減少傾向があった(P = 
0.0567)。インスリン値は、Con 群と比較して PL、PH、PL/FO 群で有意な減少、PH/FO 群
は減少傾向(P = 0.0520)がみられた。HOMA-IR は、Con 群と比較して PL、PH、PVL/FO
群で有意な減少、PL/FO、PH/FO 群は減少傾向(P =0.0552、0.0505)がみられた。特に、
PVL/FO 群の HOMA-IR は Con 群の 15%まで低下した。アディポネクチン値は、Con 群と
比較して PL 群は増加傾向(P = 0.0597)、PH、PL/FO、PH/FO 群では有意な増加がみられ、
さらに、PL/FO、PH/FO 群は、それぞれ PL、PH 群と比較して有意に高値であった。トリ
アシルグリセロール値は、Con 群と比較してすべての群で有意な変化はなかったが、PH/FO
群でのみ減少傾向(P = 0.0662)があった。総コレステロール値は、Con 群と比較して EPA・
DHA を投与した FO、PVL/FO、PL/FO、PH/FO 群で有意に減少した。遊離脂肪酸値は、
Con 群と比較してピオグリタゾンの単独投与群すべてでおよそ 30％減少したが、有意な変
化ではなかった。一方で、EPA・DHA を投与したすべての群では、Con 群と比較して有意
な減少がみられた。thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)値は、すべての群間
で有意な変化は認められなかったが、PH/FO 群は Con 群と比較して減少傾向(P = 0.0737)
がみられた。飼育開始後 6 週目におこなった ITT の結果では、インスリン負荷後 30 分時と
60 分時においては、Con 群と比較してすべての群で有意な差はなかったが、120 分時にお








Table 22. Blood glucose, HOMA-IR, and plasma parameters in 48-week-old male KK mice.
Con PVL PL PH FO PVL/FO PL/FO PH/FO
Blood glucose (mg/dl) 159±16ab 157±29ab 170±20a 161±14a 82±9b 151±21ab 151±13ab 114±5ab
Plasma insulin (ng/ml) 28.0±7.2a 15.1±6.1ab 3.8±1.4b 3.5±1.2b 19.3±6.0ab 4.5±1.3b 6.0±3.3b 8.3±2.9ab
HOMA-IR 1.00±0.30a 0.62±0.30ab 0.14±0.04b 0.12±0.04b 0.38±0.12ab 0.15±0.03b 0.24±0.15ab 0.23±0.09ab
Plasma adiponectin (µg/ml) 8.3±0.6d 11.4±0.8d 21.2±4.0cd 32.3±5.2bc 8.7±0.9d 19.5±1.8cd 43.9±3.3b 60.0±4.1a
Plasma TG (mg/dl) 78±7ab 83±6a 82±12a 75±5ab 71±7ab 69±3ab 62±3ab 51±2b
Plasma TC (mg/dl) 127±7ab 114±7bc 132±3ab 157±18a 93±4cd 79±2d 70±3d 64±3d
Plasma FFA (mEq/l) 1.01±0.18a 0.73±0.03ab 0.74±0.08ab 0.72±0.06ab 0.56±0.07b 0.50±0.03b 0.47±0.03b 0.45±0.05b
Plasma TBARS (µM) 13.9±1.4 12.1±1.5 11.8±1.3 10.9±1.1 9.9±0.7 13.4±1.4 10.2±1.3 8.8±0.3





Figure 24. Insulin tolerance test (ITT) in 46-week-old male KK mice. 
Blood glucose levels during ITT that was performed by intraperitoneal injection of an insulin solution (0.75 U/kg) 
after 3 h of fasting. Data are represented as mean ± SE, n = 6. The Tukey-Kramer test was used for statistical 





第 4 項 肝臓の形態、組織解析および肝臓中脂質値 
 
 肝臓外見、H&E 染色による肝臓の組織解析、肝臓中脂質値の結果を Fig. 25 に示す。形
態観察において、Con、PVL、PL 群の肝臓は白く変色し、さらに、PVL 群の肝臓は最も肥
大化していたが、その他の群でこのような変化は認められなかった。肝臓の組織切片では、
PVL 群および PL 群は、Con 群と比較して脂肪滴の蓄積痕が多く確認されたが、PH 群およ
び EPA・DHA の投与群は Con 群と同程度であった。肝臓のトリアシルグリセロール含量
は、Con 群と比較して PVL 群で 170.8％の有意な増加、PL 群で 130.5%の増加傾向(P = 
0.0760)がみられたが、このような増加は EPA・DHA を併用することで有意に抑制された。
一方、PH、FO、PVL/FO 群は、Con 群と比較して有意な変化はみられなかった。肝臓の総























































Figure 25. Liver morphology, liver histological sections, and liver lipid parameters in 48-week-old male KK mice.  
Liver morphology (A), liver histology (B), liver triacylglycerol levels (C), and liver total cholesterol levels (D). 
Representative macroscopic liver images and tissue sections from mice fed Con, PVL, PL, PH, FO, PVL/FO, PL/FO, 
and PH/FO diets for 8 weeks. Sections were stained by H&E and examined under a microscope at 100-fold 
magnification. Data are represented as mean ± SE, n = 5-6. Groups sharing different letters are significantly 
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第 5 項 肝臓中遺伝子発現およびタンパク質発現 
 
 脂質代謝に関与する肝臓中の遺伝子発現をリアルタイム PCR 法、タンパク質発現をウエ
スタンブロット法で測定し、結果を Table 23 と Fig. 26 に示す。FAS の mRNA レベルは、
Con 群と比較して、PVL 群および PL 群では有意な差はなかったが、PH 群は有意に増加し
た。また、EPA・DHA の併用群である PL/FO、PH/FO 群は、PL、PH 群と比較して有意
に低下したが、PVL/FO 群と PVL 群の間に有意な差はなかった。FAS のタンパク質発現
は、Con 群と比較してピオグリタゾンの投与による影響はみられなかったが、EPA・DHA
を投与したすべての群では顕著な低下が認められた。SCD-1 の mRNA レベルは、Con 群と
比較して、有意な変化ではないが PVL 群および PL 群でおよそ 1.6 倍に増加し、PH 群に
おいては 1.9 倍に有意に増加した。一方、EPA・DHA の投与群は、Con 群の mRNA レベ
ルに対しておよそ 0.2 倍程度であり、さらに、すべての非投与群と比較しても有意に低下し
た。SCD-1 のタンパク質発現は、Con 群と比較してピオグリタゾンの投与により増加し、
特に PVL 群はその増加が顕著であったが、mRNA レベルと同様に EPA・DHA を併用する
ことで強く抑制された。ACC の mRNA レベルはピオグリタゾンの投与による影響はみら
れなかったが、EPA・DHA の投与により、Con 群と比較して有意な低下または低下傾向(P 
= 0.0930)を示した。AOX の mRNA レベルは、Con 群と比較して、PVL 群は有意な変化で
はなかったがおよそ 1.5 倍の増加、PL、PH 群はおよそ 1.7 倍の増加傾向(P = 0.0772、
0.0818)、FO 群はおよそ 2 倍の有意な増加が認められた。さらに、EPA・DHA の併用群は、
ピオグリタゾンの単独投与群と比較して有意に高値であった。AOX のタンパク質発現も
mRNA レベルと同様の傾向を示し、特にピオグリタゾンと EPA・DHA の併用群では著し
い増加が認められた。UCP-2 の mRNA レベルは、すべての群間で有意な変化はなかった。
MCAD の mRNA レベルは、Con 群と比較して、有意な変化ではなかったが PL、PH、FO
群で 1.7~1.9 倍に増加し、併用群である PVL/FO、PL/FO、PH/FO 群は、2.6~2.9 倍の有意


















Figure 26. Liver protein expressions in 48-week-old male KK mice. 
FAS expressions (A), SCD-1 expressions (B), AOX expressions (C), and MCAD expressions (D). The livers 













Table 23. Liver mRNA levels in 48-week-old male KK mice.
Con PVL PL PH FO PVL/FO PL/FO PH/FO
Lipogenesis
FAS 1.00±0.07bc 0.87±0.12bcd 1.32±0.20ab 1.50±0.10a 0.47±0.05d 0.55±0.06cd 0.67±0.12cd 0.46±0.02d
SCD-1 1.00±0.21b 1.56±0.24ab 1.60±0.20ab 1.91±0.20a 0.23±0.06c 0.21±0.03c 0.23±0.04c 0.24±0.04c
ACC 1.00±0.09ab 0.94±0.09abc 1.07±0.10a 1.08±0.06a 0.59±0.06d 0.67±0.02bcd 0.66±0.02cd 0.61±0.10cd
Fatty acid β-oxidation and energy consumption
AOX 1.00±0.10d 1.45±0.10cd 1.68±0.17cd 1.71±0.14cd 1.95±0.17c 2.87±0.20b 2.97±0.13ab 3.60±0.23a
UCP-2 1.00±0.26 1.55±0.16 1.45±0.25 1.25±0.14 0.94±0.14 1.03±0.16 1.34±0.23 1.38±0.19
MCAD 1.00±0.23c 1.18±0.26c 1.68±0.19bc 1.83±0.24abc 1.88±0.16abc 2.63±0.14ab 2.91±0.32a 2.62±0.35ab
Results are expressed as the ratio of the obtained value to that of the Con group. Data are represented as mean ± SE, n = 5-6. Groups with different letters in a row are significantly different: P 
< 0.05 by Tukey–Kramer test.
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第 6 項 脂肪細胞の形態学的解析 
 
 H&E染色を施した副睾丸周囲白色脂肪組織切片を用いた脂肪細胞の形態学的解析の結果
を Fig. 27 に示す。脂肪細胞の平均面積は、Con 群と比較してピオグリタゾンまたは EPA・
DHA の投与により有意に減少した。また、併用群である PVL/FO、PL/FO、PH/FO 群は、
それぞれ PVL、PL、PH 群と比較して、有意に低値であった(Fig. 27B)。白色脂肪細胞面積
の分布において、Con 群は 6400-8100 µm2の割合が最も多く、他の群と比べ 6400 µm2以
上の比較的大型の脂肪細胞が多数確認された。ピオグリタゾンを単独投与した群の脂肪細
胞は、3600-4900 µm2の割合が最も多く、6400 µm2以上の脂肪細胞の割合は Con 群と比較
して減少した。一方、EPA・DHA を投与した群は 2500-3600 µm2の割合が最も多く、特に
PL/FO 群および PH/FO 群は、6400 µm2以上の脂肪細胞の割合が最も少なかった(Fig. 27C)。 
 
 
Figure 27. Morphological analysis of epididymal white adipose tissue in 48-week-old male KK mice. 
 Epididymal white adipose tissue histological sections (A), mean adipocyte areas (B), and adipocyte distributions 
(C). Representative sections from mice fed Con, PVL, PL, PH, FO, PVL/FO, PL/FO, and PH/FO diets for 8 weeks. 
Sections were stained by H&E and examined under a microscope at 100-fold magnification. Scale bar, 200µm. Data 
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第 7 項 白色脂肪組織中遺伝子発現 
 
 副睾丸周囲白色脂肪組織中の遺伝子発現をリアルタイム PCR 法で測定し、結果を Table 
24 に示す。TNF-α の mRNA レベルは、PVL/FO 群のみ高値を示し、すべての群間で有意







第 8 項 膵臓の組織学的解析および形態学的解析 
 
膵臓ランゲルハンス島の組織切片に H&E 染色およびインスリンの免疫染色を施し、第 2
章と同様の方法で組織解析および形態学的解析をおこない、結果を Fig. 28 に示す。ランゲ
ルハンス島の平均面積は、すべての群間で有意な変化はみられなかった。ランゲルハンス島
面積の分布において、ピオグリタゾンの投与群における 50000 µm2以上のランゲルハンス
島の割合は Con 群と同程度であった。一方、10000 µm2未満の割合は、Con 群と比較して
PL 群および PH 群で、それぞれ 8.5%、12.6%増加した。これに対し、EPA・DHA の併用
時は、ピオグリタゾンの単独投与時と比較して PL/FO 群および PH/FO 群の割合に大きな






Table 24. Epididymal white adipose tissue mRNA levels in 48-week-old male KK mice.
Con PVL PL PH FO PVL/FO PL/FO PH/FO
Inflammation
TNF-α 1.00±0.25 1.17±0.50 1.36±0.45 1.22±0.38 1.27±0.52 2.47±0.89 0.90±0.24 0.84±0.17
IL-6 1.00±0.55 0.31±0.13 0.51±0.28 0.34±0.13 0.32±0.14 0.47±0.17 0.48±0.19 0.67±0.28
MCP-1 1.00±0.48 0.48±0.13 0.44±0.15 0.45±0.13 0.45±0.16 0.39±0.10 0.29±0.09 0.52±0.16






Figure 28. Morphological analysis of pancreatic islets in 48-week-old male KK mice. 
 Islet images of H&E staining (A), insulin immunostaining (B), mean islet areas (C), percentages of β-cell area (D), 
and islet area proportions (E) in mice fed Con, PVL, PL, PH, FO, PVL/FO, PL/FO, and PH/FO diets for 8 weeks. 
Magnification, ×200. Scale bar, 100µm. Data except for (E) are represented as mean ± SE, n = 5-6. Groups with 
different letters are significantly different: P < 0.05 by Tukey-Kramer test. 
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改善効果が認められなかった。しかし、0.003 wt%のピオグリタゾンと EPA・DHA を併用











PVL/FO 群の血漿アディポネクチン値は PVL 群のおよそ 2 倍に増加しており、0.003 wt%
のピオグリタゾンと EPA・DHA の併用時に認められたインスリン抵抗性の改善に、アディ
ポネクチン値の増加が関与していることが示唆された。一方、0.006 wt%および 0.012 wt%
59 
 
のピオグリタゾンに EPA・DHA を併用した場合、血漿アディポネクチン値が 2 倍近く増加
したにもかかわらず、血漿インスリン値および HOMA-IR はインスリン抵抗性改善効果が







いる 114-116)。このことから、ピオグリタゾンと EPA・DHA を併用することで血漿アディポ
ネクチン値が増加することは、高齢糖尿病患者に対する動脈硬化進展の抑制、大血管障害の
予防という観点で有益であると考えられる。 
本研究では、第 1 章においてピオグリタゾンの単独投与が、若齢成獣期の KK マウスの
肝臓脂肪蓄積を誘導することを確認した。このような所見は、加齢 KK マウスを用いた本
章の試験でも観察され、PVL 群と PL 群の肝臓中トリアシルグリセロール含量は Con 群の
2 倍以上であった。しかし、これらの群は肝臓における SCD-1 のタンパク質発現と皮下脂
肪量に差がみられ、SCD-1 発現は PL 群より PVL 群の方が顕著であったことに対して、皮
下脂肪蓄積は PL 群のみ認められた。トリアシルグリセロール合成の律速酵素である
diacylglycerol acyltransferase (DGAT)は、SCD-1 によってパルミチン酸(C16:0)から合成
される、オレイン酸(C18:1)などの一価不飽和脂肪酸を主な基質としていることから 117)、




タゾンを投与した場合は、0.003 wt%の投与時と比較して SCD-1 誘導性の脂肪合成は減弱
したが、これだけでは最終的なトリアシルグリセロール含量に大きな影響を与えなかった
ことが推察された。興味深いことに、PH 群の皮下脂肪面積と SCD-1 のタンパク質発現は、
ともに PL 群と同程度であったが、ピオグリタゾンによる肝臓脂肪蓄積は認められなかっ
た。PPARγ アゴニストは、皮下脂肪組織のみならず褐色脂肪組織への FFA 取り込みを亢進









ムの 1 つとして、第 1 章で述べたように脂肪酸合成系遺伝子およびタンパク質発現の低下
が関与していることが考えられる。しかし、若齢成獣期の KK マウスを用いた第 1 章では、
脂肪酸 β 酸化に関与する遺伝子およびタンパク質発現において EPA・DHA の併用による影
響は認められなかったことに対し、加齢 KK マウスを用いた本章では、ピオグリタゾンま
たは EPA・DHA の単独投与により肝臓の AOX と MCAD のタンパク質発現が亢進し、併
用時は相加的な増加が確認された。このことから、加齢KKマウスにピオグリタゾンとEPA・
DHA を併用した場合は、肝臓の脂肪酸合成抑制にくわえ、脂肪酸 β 酸化の亢進によりピオ
グリタゾンによる皮下脂肪蓄積を低減したと考えられる。ヒトを対象とした研究では、高齢
者が EPA・DHA を摂取する場合、成人と比べて血中 TG および脂肪組織における EPA・
DHA の含有量が高くなることが報告されている 120)。また、EPA・DHA による肝臓中の脂
肪酸 β 酸化亢進作用を発現させるためには、脂肪酸合成抑制作用と比べて高用量の EPA・
DHA が必要となることが明らかになっている 25)。そのため、第 1 章と本章で EPA・DHA 
の肝臓脂肪蓄積抑制メカニズムに差が生じた要因として、加齢により摂取した EPA・DHA
が体内に蓄積しやすくなった結果、脂肪酸 β 酸化亢進作用がより強く発現したことが推察
された。AOX と MCAD を含む β 酸化関連酵素の遺伝子発現は、核内転写因子である PPARα
によって制御されているが、加齢に伴い PPARα の発現は減少し、これによる脂肪酸 β 酸化
能の低下はインスリン抵抗性や脂質代謝異常の原因となる 110, 121, 122)。したがって、高齢糖




筋の減少や脂肪組織の比率増加といった体組成の変化 44)、膵 β 細胞の疲弊によるインスリ
ン分泌異常 123)、酸化ストレス障害 104)、脂肪組織の慢性的な炎症などが挙げられる 124)。チ
アゾリジン薬と EPA・DHA を多く含む魚油は、それぞれアディポネクチンまたは抗酸化酵
素の増加を介した、活性酸素種と過酸化脂質の低下作用が報告されている 125, 126)。また、第






な変化は認められなかった。本章の第 1 項において、7 週齢の KK マウスにおける d-ROMs
値は 133.4±4.8 U.CARR であったが、40 週齢まで飼育すると 239.4±33.1 U.CARR まで
上昇することが示された。今回の検討では 7 週齢における d-ROMs 値の測定をおこなって










































第 4 節 小括 
 
 第 3 章では、40 週齢の雄性 KK マウスにピオグリタゾンと EPA・DHA を 8 週間併用さ






られない 0.003 wt%のピオグリタゾンに対し、1.28±0.03 g/kg/day の EPA・DHA を併用






















































Reduction in dosage of 
pioglitazone with maintenance 
of anti-diabetic effects. 
Prevention from subcutaneous 
fat accumulation (an adverse 
effect) by pioglitazone.
Pioglitazone’s effect






















し、チアゾリジン薬であるピオグリタゾン、EPA・DHA の供給源として DHA 濃縮魚油を
用いて in vivo の検討をおこなった。 









第 2 章では、第 1 章と同様の若齢成獣期の KK マウスを用いて、ピオグリタゾン、EPA・
DHA およびこれらを併用することによる膵臓保護効果を検討した。その結果、ピオグリタ
ゾンによる膵臓ランゲルハンス島の肥大化の抑制作用、ピオグリタゾンと EPA・DHA によ
る膵 β 細胞の減少と小胞体ストレスの増加に対する低減作用、EPA・DHA のランゲルハン
ス島のアポトーシス抑制作用を確認した。また、これらを併用した場合は、それぞれの改善
効果によりランゲルハンス島の肥大化を効果的に抑制できることが明らかになった。 





























ゾンと EPA・DHA を KK マウスに併用させた今回の検討では、インスリン抵抗性の改善に
対する有効性は証明されたが、有意な血糖値の降下は確認できなかった。ピオグリタゾンの
投与量が本研究で設定した用量と比較的近い動物試験では、2 型糖尿病モデル動物である











Figure 30.  The summary of proposed benefits in the treatment of type 2 diabetes by the combination of pioglitazone 
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 雄性、6 週齢の C57BL/6 マウスと KK マウス [(株)東京実験動物]は、温度 23±2℃、湿
度 55±10%、明暗周期 12 時間(7~19 時)の条件下で個別飼育し、食餌、飲料水は自由摂取















は、油脂源をサフラワー油のみとした Con 食、サフラワー油と DHA 濃縮魚油を調合した
FO 食をベースに、各章に示した飼料組成に基づきピオグリタゾンを添加して調製した。こ
れらの実験飼料の脂肪酸組成は Table 26 に示した。 
 
 
Table 25.  Fatty acid compositions.
Safflower oil Fish oil
%
14:0 Myristic acid － 2.8
16:0 Palmitic acid 4.4 18.0
16:1 Palmitoleic acid 0.2 4.0
18:0 Stearic acid 2.1 5.0
18:1 Oleic acid 77.5 19.5
18:2 Linoleic acid 14.2 1.3
18:3 α-linolenic acid 0.4 0.5
20:4 Arachidonic acid 0.5 1.8
20:5 Icosapentaenoic acid － 6.6










尾静脈から血液を採取し、ONE TOUCH ULTRA (Johnson & Johnson Inc.)を用いて血糖
値の 0 分値を測定した。その後、日本薬局方ブドウ糖注射液第一糖液 20% [(株)第一三共]を
超純水で希釈して 10%グルコース溶液を調製し、1 g/kg 体重の用量でフィーディングニー





第 1 章では実験飼料開始から 7 週間後、第 3 章では 6 週間後に ITT をおこなった。3 時
間の絶食下で体重を測定した後、OGTT と同様の方法で血糖値の 0 分値を測定した。その
後、ヒューマリン®注 100 単位/ml [(株)日本イーライリリー]を生理食塩水で 1：1000 の割
合で希釈したインスリン溶液を、0.75U/kg 体重の用量で腹腔内投与した。投与後、30 分、








Table 26.  Fatty acid compositions in experimental diets.
Con diet FO diet
%
14:0 Myristic acid － 1.4
16:0 Palmitic acid 4.4 11.2
16:1 Palmitoleic acid 0.2 2.1
18:0 Stearic acid 2.1 3.6
18:1 Oleic acid 77.5 48.5
18:2 Linoleic acid 14.2 7.8
18:3 α-linolenic acid 0.4 0.5
20:4 Arachidonic acid 0.5 1.2
20:5 Icosapentaenoic acid － 3.3






 第 3 章において、第 1 項は飼育開始時および 4 週間ごとに生後 29 週齢まで、第 3 章は実
験飼料開始時および 7 週間後に、酸化ストレスの評価として d-ROMs テスト、抗酸化能力
の評価として BAP テストをおこなった。12 時間の絶食下で尾静脈から採血し、採取した血
液を遠心分離(800×g、15 分間、4℃)して血漿サンプルを得た。その後、d-ROMs または BAP






飼育終了後、第 1 章では 3 時間、第 2 章および第 3 章では 12 時間の絶食下で、ペントバ
ルビタールナトリウム [ソムノペンチル、(株)共立製薬]を腹腔内注射し、実験動物に麻酔を
施した。第 3 章の第 1 項を除き、小実験動物用 X 線 CT 装置 [La Theta LCT 100，(株)ア













 血漿トリアシルグリセロール、総コレステロール、FFA の測定は、トリグリセライド E-
テストワコー、コレステロール E-テストワコー、NEFA C-テストワコー [(株)和光純薬工
業]を用いた。血漿インスリンおよびアディポネクチンの測定は、マウスインスリン測定キ
ット [(株)森永生化学研究所]、マウス/ラットアディポネクチン ELISA キット [(株)大塚製
薬]を用いた。血漿 TBARS の測定は、TBARS Assay Kit (Cayman Chemical Co.)を用いた。
HOMA-IR は、[空腹時血糖値(mg/dl)×空腹時インスリン値(μU/ml)÷405]により算出し、各






 ホルマリン固定を施した肝臓、白色脂肪組織、膵臓は、パラフィン包埋後に H&E 染色を
おこなった。膵臓のグルカゴン、インスリンおよび CHOP の免疫染色は、モルモット抗グ
ルカゴン抗体 [(株)タカラバイオ]、モルモット抗インスリン抗体 [(株)タカラバイオ]、ウサ








画像解析ソフト (Image J, Wayne Rasband, NIH)を用いた。グルカゴンおよびインスリン
陽性細胞面積の割合(%)は、[陽性細胞面積(µm2)÷ランゲルハンス島面積(µm2)]×100 により






 肝臓脂質の抽出は、Folch らの方法 130)に従って以下の通りおこなった。個体毎に肝臓を、
0.1 M 塩化カリウム水溶液：メタノール＝1：2.5 の割合で調製した混合液 1.75 ml ととも
に 13 ml チューブに入れ、Polytron 3100 (Kinematica AG)を用いてホモジナイズした。次
に、クロロホルムを 1.375 ml、0.1 M 塩化カリウム水溶液を 0.75 ml 加えて撹拌し、室温で
3 時間静置した。その後、遠心分離 (800×g、15 分間、4℃)をおこない、下層をスピッツ管
に回収した。下層を回収した後の 13 ml チューブは、再び 0.1 M 塩化カリウム水溶液：メ
タノール＝1：2.5 の割合で調製した混合液を 0.875 ml、クロロホルム 1.425 ml を加えて撹
拌し、10 分間静置した。その後、遠心分離(800×g、15 分間、4℃)をおこない、下層を上記
のスピッツ管に回収した。このように 2 回にわたって回収した下層に、超純水を 0.25 ml 加
えて撹拌することでエマルジョン状態にした後、10 分間静置して遠心分離(800×g、15 分
間、4℃)し、褐色瓶に下層を回収して－30℃遮光下で保存した。肝臓中トリアシルグリセロ
ールおよび総コレステロール含量の測定は、肝臓脂質抽出液 0.05 ml をマイクロチューブ
内で蒸発乾固させ、t-ブチルアルコール：トライトン X-100：メタノール＝3：1：1 の割合
で調製した混合液に溶解させたものをサンプルとし、トリグリセライド E-テストワコーと





 肝臓中のタンパク質抽出は、Sheng らの方法 131)に従っておこない、Bio-Rad protein 
assay 試薬 (Bio-Rad Laboratories Inc.)を用いて吸光度を測定し、タンパク量を算出した。
各抽出液のタンパク量が 30 µg になるように調整して SDS-PAGE をおこない、電気泳動
後、ゲルを Hybond-ECL (GE Healthcare)に転写し、3%BSA 溶液を用いてブロッキング処
理 (4℃、一晩 )を施した。一次抗体反応は、マウス抗 SREBP-1 抗体  (Santa Cruz 
Biotechnology Inc.)、ウサギ抗 FAS 抗体 (Novus Biologicals)、ヤギ抗 SCD-1 抗体 (Santa 
Cruz Biotechnology Inc.)、ウサギ抗 AOX 抗体 (Proteintech Group Inc.)およびウサギ抗
MCAD 抗体 (Proteintech Group Inc.)を用いておこなった。二次抗体反応は、それぞれ HRP
標識抗マウス IgG 抗体 (GE Healthcare)、HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体 (Santa Cruz 
Biotechnology Inc.)、HRP 標識抗ヤギ IgG 抗体 (Santa Cruz Biotechnology Inc.)から適切
なものを用いておこなった。反応後、ECL Western Blotting Detection Reagents (GE 
Healthcare)で発光させ、暗室にて X 線フィルムへ露光した。画像は、蛍光・可視光イメー





 肝臓および白色脂肪組織からの RNA 抽出は、Chomczynski と Sacchi の方法 132)の変法
で、TRIzol®Reagent (Life Technologies, Co)を用いて製造者マニュアルに従いおこなった。
各個体の肝臓または白色脂肪組織を、TRIzol®Reagent 1 ml とともに試験管に入れ、
Polytron 3100 でホモジナイズした。このホモジネート液はマイクロチューブに移し、クロ
ロホルムを 0.2 ml 加え撹拌した後、遠心分離(20000×g、15 分間、4℃)をおこなった。上清
を新たなマイクロチューブに採取し、イソプロパノールを 0.65 mL 加えて撹拌した後、再
び遠心分離(20000×g、15 分間、4℃)をおこなった。遠心後、イソプロパノール層を除去し、
70%エタノールを 1 ml加えてマイクロチューブの底に沈殿したRNAペレットを洗浄した。
遠心分離(20000×g、5 分間、4℃)後に 70%エタノールを除去し、RNA ペレットを室温にて
ドライアップした。最後に、RNA ペレットに diethylpyrocarbonate 処理水を適量加え、測
定に用いるまで－80℃で保存した。膵臓からの RNA 抽出は、RNA 安定化試薬により組織










 各組織の mRNA 発現の解析は、QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (QIAGEN, Co)を
用いて Real-time PCR をおこなった。プライマーは Table 27 に示したものを使用し、PCR
は、逆転写を 50℃、30 秒、1 サイクル、初期活性化を 95℃、15 分、1 サイクルおこなった
後、増幅反応として、変性を 94℃、15 秒、アニーリングを 55℃、30 秒、エクステンショ
ンを 72℃、1 分、40 サイクルおこなった。RNA サンプルは、アガロースゲル電気泳動によ
り純度を確認したものを使用し、内部標準はハウスキーピング遺伝子の glyceraldehyde-3-







 すべてのデータは、平均値(mean)±標準誤差(SE)で示した。統計解析は、第 3 章の第 1
節における 2 群間の比較には t-検定をおこない、P < 0.05 で有意差ありとした。それ以外
の実験においては、統計解析ソフトとしてエクセル統計 [(株)社会情報サービス]を使用し、
一元配置分散分析(ANOVA)をおこなった。Tukey-kramer 検定で各群間の比較検定をおこ
ない、P < 0.05 で有意差ありとした。 
 
 
Table 27.  Primers used for real time PCR.
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